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RESUMO GERAL
A tristilia € um polimorfismo genético pouco frequente em angiospermas, onde flores possuem trés
morfotipos florais que diferem quanto a altura dos estigmas em relagdo aos estames. Polinizagbes
legitimas ocorrem por meio da transferéncia de pdélen entre alturas equivalentes de antera e
estigma. O sistema é acompanhado de diversas caracteristicas auxiliares e incompatibilidade
heteromorfica, logo qualquer outra combinagéo entre pdlen e estigma resulta em poucas ou
nenhuma semente. A tristilia € apontada como mecanismo promotor de alogamia por meio de
polinizacdo cruzada intermediada por visitantes florais especializados, além de redugao da
interferéncia intrafloral entre pdlen e estigma. A agéo de forgas estocasticas e deterministas podem
rapidamente desestabilizar a tristilia e levar a quebra do sistema favorecendo a endogamia. Neste
estudo viso compreender quais fatores determinam a manutengéo e quebra da tristilia em
Eichhornia azurea, espécie neotropical auto-incompativel de ampla distribuigdo geografica.
Amostrei populagdes no Pantanal, maior planicie alagavel do mundo, o qual tem a paisagem
determinada pelo pulso de inundagao anual. O estudo esta estruturado em trés capitulos; no
primeiro estimo a frequéncia dos morfotipos florais da espécie e quais sao as forgas estruturadoras
que determinam sua frequéncia em populagdes ao longo de um gradiente de inundagao no
Pantanal. No segundo capitulo investigo a variagao da comunidade de visitantes florais e sua
funcionalidade entre populac¢des e relagdo com a reciprocidade hercogamica entre morfotipos
florais de E. azurea. No terceiro e ultimo capitulo investigo os fatores que determinam a variagao
de tratos florais e quebra da tristilia em E. azurea. Discuto a importancia do fator biotico visitante
floral e abidtico gradiente de inundagéo como forgas direcionadoras para a manutencgao e quebra

da tristilia em E. azurea no Pantanal.

PALAVRAS-CHAVE: agua-pé, estocasticidade, Pantanal, Pontederiaceae, selegéo natural,

sistema reprodutivo.



GENERAL ABSTRACT
Tristyly is a rare genetic polymorphism in angiosperms, which flowers present three floral morphs
that differs in height of styles and stamens. Legitimate pollination occurs via pollen transfer among
equivalent anthers and stigmas. The system is accompanied by several ancillary characteristics and
heteromorphic incompatibility; therefore any other pollen stigma combination results in few or no
seeds. The tristyly is pointed out as a mechanism to promote allogamy by means of cross
pollination mediated specialized floral visitors, besides the reduction of intrafloral interference
between pollen and stigma. The action of stochastic and deterministic forces can readily destabilize
the tristyly and lead to the system breakdown favoring selfing. At this study | aim to understand
what are the factors that determine the maintenance and breakdown of tristyly in Eichhornia azurea;
a Neotropical self-incompatible species with wide geographical distribution. | sampled populations
of this species in the Pantanal, the World’s biggest wetland, which has the landscape determined
by the annual flood pulse.The study is structured in three chapters; in the first | estimated the floral
morph frequency of the species and what are the structuring forces that determine the floral morph
frequency in populations through an inundation gradient in Pantanal wetlands. The second chapter |
investigate the assemblage of floral visitors and functionality variation in populations and its relation
with reciprocal herkogamy among floral morphs. The third and last chapter, | investigate what are
the factors that determines floral traits variation and tristyly breakdown in E. azurea. | discuss the
importance of the biotic factor floral visitor and abiotic flood pulse as driving forces for the

maintenance and breakdown of tristyly in E. azurea in the Pantanal.

KEY-WORDS: Pantanal, Pontederiaceae, natural selection, reproductive system, stochasticity,

water peacock.
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A heterostilia € um polimorfismo genético de origem polifilética onde espécies de
plantas podem apresentar dois (distilia) ou trés (tristilia) morfotipos florais que
diferem quanto a altura dos estigmas em relagéo aos estames (Darwin 1877,
Barrett 1993). O polimorfismo é geralmente acompanhado de caracteristicas
auxiliares como tamanho dos gréaos de pdélen e das papilas estigmaticas
proporcionais ao nivel das estruturas (filetes e estiletes respectivamente),
quantidade de graos de podlen inversamente proporcional a altura das estruturas e
sistema de incompatibilidade heteromérfica (Gander 1979, Barrett 1992).
Polinizac¢des legitimas ocorrem entre anteras e estigmas de alturas equivalentes,
qualquer outra combinagao entre pdlen e estigma formara menor quantidade de
sementes (Darwin 1877, Alves dos Santos 2002, Cunha & Fischer 2009). A
heterostilia € apontada como mecanismos para promover polinizagdo cruzada
entre morfotipos florais e reduzir a interferéncia intrafloral entre pdlen e estigma

(Charlesworth 1979, Lloyd & Webb 1992).

Apesar de a heterostilia ser descrita para 28 familias de angiospermas, a
tristilia somente é conhecida para quatro familias nao relacionadas
filogeneticamente: Amaryllidaceae, Lythraceae, Oxalidaceae e Pontederiaceae
(Barrett & Shore 2008). Em Pontederiaceae, pequena familia monocotiledénea, a
tristilia ocorre em trés espécies do género Eichhornia e quatro espécies do género
Pontederia (Barrett 1993). As trés espécies tristilicas de Eichhornia, apresentam
diferencas na forma de vida e sistema de incompatibilidade. Eichhornia crassipes

possui fraco sistema de incompatibilidade, é aquatica flutuante livre com
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reproducao clonal pronunciada, podendo espalhar-se rapidamente quando
introduzida em lagos, rios e represas (Barrett 1977, Barrett & Forno 1982). Por
outro lado, E. paniculata é perene de vida curta ou aquatica anual emergente,
auto-compativel, e ndo apresenta reprodugao clonal (Barrett 1985). Eichhornia
azurea é clonal de vida longa, flutuante fixa no substrato e auto-incompativel
(Barrett 1978, Bianchini et al. 2000, Cunha & Fischer 2009). A quebra da tristilia e
fixacdo de variante auto-compativel ja foi reportada para as trés espécies, sendo

melhor compreendida em E. paniculata.

Neste estudo opto por utilizar E. azurea como modelo para entender
processos ecoldgicos e evolutivos determinantes na variagdo da expressao da
heterostilia. A escolha de E. azurea se deve a: (/) grande abundancia da espécie
na area de estudo, (i) pode ser encontrada sob diferentes condi¢ées ambientais,
(iii) a determinagao dos morfotipos florais é facilmente acessada, (iv) pode

apresentar flores o ano todo no Pantanal.

A area de estudo proposta, o Pantanal, € um grande centro de ocorréncia
de espécies de Pontederiaceae. No Pantanal ocorrem trés géneros (Eichhornia,
Heteranthera e Pontenderia) e 12 espécies de Pontederiaceae. Dentre as
espécies de Eichhornia reportadas para o Pantanal estao as tristilicas E. azurea
(Sw.) Kunth e E. crassipes (Mart.) Solms-Laubach, e as monomorficas E.
diversifolia (Vahl) Urban e E. meyeri A.G.Schultz; ao passo que do género
Heteranthera sao reportadas H. limosa (Sw.) Willd e H. muiltiflora (Griseb.) Horn.
Por outro lado, dentre as espécies do género Pontederia, é encontrado P. cordata

L. cordata, P. cordata var. lancifolia (Muhl.) Torrey, P. parviflora Alexander, P.
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Subovata (Seubert) Lowden, P. rotundifolia L.f, P. triflora (Seubert) Agostini, D.

Velasquez e J. Velasquez (Pott & Pott 2000).

O Pantanal é a maior planicie de inundacao da Terra (160.000 km?),
localizado no centro da América do Sul, foi declarado como Reserva Mundial da
Biosfera e Patrimdnio Natural Mundial pela UNESCO em 2000, na Convencgao de
Ramsar. Compreende extensa planicie de alagacéo, localizada no centro da
Ameérica do Sul. O clima é caracterizado por estacdes secas e umidas bem
definidas. Possui histéria geoldgica recente (~5000 anos), e tem o ciclo das aguas
ou pulso de inundagao anual como principal forga estruturadora da paisagem
(mais informagdes na descricdo de area de estudo do capitulo 1) (Assine 2003).
Com variagao espacial e temporal, o pulso de inundagao apresenta diferentes
intensidades e duragdes entre regides do Pantanal, promovendo um mosaico
natural de paisagens ao longo desse dominio (Figura |). Essa variagéao
provavelmente é refletida nos organismos que ocorrem ao longo desse gradiente
de inundacao no Pantanal. Durante este estudo, uso a classificacdo para
suscetibilidade a inundagao proposta por Gongalves et al. (2008) como uma

variavel explanatoria para variagdes na expressao heterostilia em E. azurea.

O objetivo de minha tese foi descobrir os processos ecoldgicos evolutivos
responsaveis pela manutengao e quebra da tristilia, usando como modelo E.
azurea, uma espécie auto-incompativel, clonal e de ampla distribuicdo geografica.
Grande parte das investigagdes sobre a quebra da heterostilia em Pontederiaceae
€ com E. paniculata, o qual difere quanto a forma de vida e sistema de

compatibilidade. Ademais, investigo a contribuicdo do pulso de inundag¢ao anual
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existente no Pantanal na variacéo intraespecifica desta espécie aquatica e de
interacdes com polinizadores ao longo deste gradiente de inundacéo. A tese esta
estruturada em trés capitulos com distintas perguntas. Entretanto, € inevitavel que
varios trechos técnicos como descricdo do local de estudo e espécie se repitam

entre eles. As citagdes bibliograficas sao apresentadas ao final do trabalho.
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CAPITULO 1

SELEGCAO NATURAL E ESTOCASTICIDADE COMO FATORES
ESTRUTURADORES DA TRISTILIA EM EICHHORNIA AZUREA
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RESUMO
A tristilia € um polimorfismo genético onde populagbes apresentam trés morfotipos florais
(longo (L), médio (M) e curto (C)) que diferem reciprocamente quanto a altura dos estigmas em
relagao aos estames. Assumindo igual desempenho e cruzamentos aleatorios entre os trés
fendtipos florais, o Unico equilibrio possivel é atingido sob proporgdes equivalentes entre eles.
Entretanto, fatores demograficos, histéricos, estocasticos dentre outros, podem determinar
desvios na frequéncia dos morfotipos florais em populagdes naturais de espécies tristilicas. No
presente trabalho, investigo padrdes de estruturagao de morfotipos florais em Eichhornia
azurea, espécie auto-incompativel com reproducéo clonal, e sua relagdo com tamanho
populacional e intensidades de inundagdo na maior planicie de inundagao do mundo, o
Pantanal. Populagdes de E. azurea foram amostradas entre 2004 a 2012 em oito sub-regides
do Pantanal para determinagao dos morfotipos florais. Posteriormente, foram classificadas
conforme o tamanho populacional e nivel de inundagao. Ao todo foram verificadas 10.008
inflorescéncias em 73 populagdes de E. azurea no Pantanal. Cerca de 80 % das populagdes
foram trimérficas (n = 57), ao passo que somente 10 % das populag¢des foram dimorficas ou
monomorficas (n = 8 cada). Embora a maior parte das populagdes amostradas seja trimérfica,
em geral elas apresentam desvios da propor¢ao isoplética (1:1:1). Em média, a frequéncia do
morfotipo floral longo foi 0,35 (+ 0,21), do médio foi 0,32 (+ 0,23) e do curto, 0,37 (£ 0,24).
Dezenove populagdes apresentaram ao menos um morfotipo raro (frequéncia menor ou igual a
15%), sendo o morfotipo M mais frequentemente encontrado sob essa condigdo (n = 11). A
equidade entre os morfotipos florais variou de 0 a 0,997 (v = 0,76, cv = 0,41), e esteve
relacionada ao tamanho populacional, mas n&o a intensidade de inundagéo. Eichhornia azurea
apresenta enorme heterogeneidade na estrutura de morfotipos florais entre populagdes.
Selecao natural (depressdo endogamica e menor aptiddo do morfotipo médio), fatores
estocasticos (imprevisibilidade do pulso de inundagao no Pantanal), e fatores histéricos (alta
frequéncia do morfotipo curto) sdo discutidos como principais fatores estruturadores da

variacao dos morfotipos florais de E. azurea.

PALAVRAS-CHAVE: agua-pé, camalote, distribuicdo beta, isopletia, planicie inundavel,

polimorfismo genético, pulso de inundagéo, sistema reprodutivo.
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ABSTRACT
Tristyly is a genetic polymorphism which populations are composed by three floral morphs ((L)
Long, (M) Middle, (S) Short) that differ reciprocally in the heights of anthers and stigmas.
Assuming equal fitness and disassortative mating among the three floral phenotypes, the only
possible equilibrium is reached with equal proportions among them. However, demographic,
historical and stochastic factors can determine bias in floral morph frequencies in natural
populations of tristylous species. The present study aimed to understand patterns of floral
morph structuring in Eichhornia azurea, self-incompatible and clonal species, and its relation
with population size and flood intensity in the largest floodplain of the world, the Pantanal.
Populations of E. azurea, were sampled between 2004 and 2012 in eight sub-regions of
Pantanal for floral morph determination. Posteriorly, were classified accordingly the population
size and flood pulse intensity. Overall, 10,008 inflorescences in 73 populations of E. azurea
were verified in the Pantanal. About 80% of sampled populations were trimorphic (n = 57), and
only 10% were dimorphic or monomorphic (n = 8 each). Although the majority of the sampled
populations were trimorphic, they generally they show deviations from isoplethy (1:1:1). In
average, the L- morph was 0.35 ((£ 0.21), the M-morph 0.32 (£ 0.23), and S-morph 0.37 (£
0.24). Nineteen populations presented at least on rare floral morph (frequency equal or less
15%), being the M-morph the most common under this condition (n = 11). The morph evenness
among floral morphs varied from 0 to 0.997 (v = 0.76, cv = 0.41), and was related to population
size, but not with flood pulse intensity. Eichhornia azurea presented enormous heterogeneity on
floral morph structure among populations. Natural selection (inbreeding depression and minor
fitness in M-morph), stochastic forces (Pantanal’s flood pulse unpredictability), and historical
factors (higher frequency of S-morph) are discussed as the main structuring factors for the

evenness variation of floral morphs in E. azurea.

KEY-WORDS: agua-pé, camalote, beta distribution, isopleth, floodplain, genetic polymorphism,

flood pulse, breeding system.
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INTRODUGAO

A tristilia € um polimorfismo genético onde populagbes apresentam trés
morfotipos florais (aqui chamados de longo (L), médio (M) e curto (C)) que
diferem reciprocamente quanto a altura dos estigmas em relagéo aos estames
(Darwin 1877). Assim como em distilia, esse polimorfismo é frequentemente
acompanhado de incompatibilidade esporofitica dialélica, o que ajuda a
promover polinizagdes cruzadas legitimas (transferéncia de pélen para o
estigma de altura correspondente — cruzamentos n&o associativos entre morfos
de mesma altura de estigma) mediadas por polinizadores especializados
(Darwin 1877, Barrett 1992, Baena-Diaz et al. 2012). Além de promover a
alogamia, a tristilia pode auxiliar na prevencéo de auto-polinizagao devido a

hercogamia reciproca (Lloyd & Webb 1992).

A expressao fenotipica dos morfotipos florais € governada por dois loci
dialélicos (S, M), com acgao epistatica do locus S em relagéo ao locus M (Fisher
& Mather 1943, Weller 1976a). Portanto, plantas com heranga recessiva
(ssmm) seréo expressas fenotipicamente pelo morfotipo longo, plantas ss e ao
menos um alelo M pertencerdo ao morfotipo médio (ssMm, ssMM), e individuos
que tiverem um alelo S serado obrigatoriamente do morfotipo curto,
independente dos alelos subsequentes (Ssmm, SsMm, SsMM). Ainda, em
populagdes de espécies tristilicas auto-compativeis, o morfotipo curto pode
carregar trés gendtipos adicionais: SSmm, SSMm, SSMM (Fisher 1941, Heuch

& Lie 1985).

Assumindo igual desempenho e cruzamentos aleatdrios entre os trés

fendtipos florais, o unico equilibrio possivel é atingido sob proporgdes



CAPITULO 1: ESTRUTURA FLORAL MORFOTIPICA 11

equivalentes entre eles (equilibrio isoplético - Fisher 1941, 1944, Heuch 1979,
Heuch & Lie 1985, Finney 1983). A frequéncia equivalente entre esses trés
morfotipos florais € mantida em populagdes por selegao de frequéncia-
dependéncia negativa (Barrett et al. 2004, Pannell et al. 2005), pois para a
realizagao de polinizagdes cruzadas legitimas, € necessario que o polen venha
de altura equivalente ao estigma onde sera depositado (hercogamia reciproca).
Portanto, propor¢des equivalentes entre os morfotipos florais maximizam as

chances de polinizagdes legitimas na populagéo.

Entretanto, amostragens em larga escala de espécies tristilicas indicam
que muitas populacdes apresentam desvios do equilibrio tedrico esperado
(anisopletia - Haldane 1936; Schoch-Bodmer 1938; Halkka & Halkka 1974;
Heuch 1979; Barrett & Forno 1982; Barrett et al. 1983; Barrett 1985; Weller
1986, Andersson 1994, Eckert & Mavraganis 1996, Ness et al. 2010; Sosenski
et al. 2010; Barrett & Arroyo 2012). Pesquisadores buscam entender esses
desvios seguindo dois principais processos evolutivos. O primeiro aborda
diferencas de desempenho entre morfotipos florais, como diferencas
especificas nas taxas de endogamia, variagdo na producéo de pdlen e
fertilidade masculina, assimetria na transferéncia de pdlen e cruzamentos
(Barrett et al. 1983, Barrett et al. 1989, Barrett et al. 2004). Por outro lado, a
segunda forma de entender a anisopletia envolve o estudo de fatores
historicos, como flutuagdes estocasticas no tamanho populacional, deriva
genética, gargalo populacional e efeito fundador (Lewis 1975, Weller 1976a, b,
Morgan & Barrett 1988, Barrett et al. 1989, Barrett & Husband 1992a, Eckert et

al 1996, Ness et al. 2010). Estudos com essa abordagem visam compreender a
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importancia relativa da selegcdo natural e deriva genética para a manutengao da

heterostilia.

A tristilia € conspicua em Pontederiaceae, familia das monocotileddneas,
ocorrendo em trés de oito espécies de Eichhornia e quatro de cinco espécies
de Pontederia (Graham et al. 1998). Alguns estudos em larga escala geografica
com as espécies P. cordata, E. crassipes e E. paniculata, demonstraram que a
sinergia entre fatores histéricos e diferengas no desempenho entre morfotipos
florais sdo determinantes para a estruturacdo dos morfotipos em populacoes
naturais (Barrett & Forno 1982, Barrett et al. 1983, Morgan & Barrett 1988,

Husband & Barrett 1992b, Manicacci & Barrett 1996).

Neste capitulo investiguei a variagdo da frequéncia de morfotipos florais
na espécie tristilica Eichhornia azurea (Sw.) Kunth no Pantanal, uma regido de
formagao geoldgica recente com pulso de inundagdo unimodal como principal
forga estruturadora da paisagem. Essa espécie de macrdfita aquatica foi
escolhida por: (/) ser muito abundante na regido; (ii) ser possivel estimar a
frequéncia dos morfotipos florais em populagdes naturais com relativa
acuidade; (iii) florescer o ano inteiro em diferentes regides do Pantanal
permitindo estimativas confiaveis das frequéncias florais. E esperado que a alta
capacidade de colonizacdo de novas manchas via sementes (reproducao
sexuada) ou estoldes (reproducéo assexuada), aliados as fortes variagdes
sazonais impostas pelo pulso de inundagao e historia geoldgica recente do
Pantanal, podem determinar a frequéncia de morfotipos florais por meio de

eventos estocasticos.



CAPITULO 1: ESTRUTURA FLORAL MORFOTIPICA 13

Diante desse cenario, o presente estudo tem como objetivo responder:
(/) Existem evidéncias de desvios da proporgao esperada ao acaso para os trés
morfotipos florais? Espero encontrar populagdes com proporg¢des variadas
entre morfotipos florais devido as variagdes extremas da paisagem em
decorréncia da inundacéo. (ii) Existe algum morfotipo mais raro? Devido a
estocasticidade promovida pelo pulso de inundagao, ndo € esperado a menor
frequéncia de determinado morfotipo floral (ii/) O tamanho populacional e
regides com diferentes intensidades de inundagao determinam a equabilidade
dos morfotipos florais? Espera-se que populagées menores e regides com
maiores variagdes no nivel de inundacao terdo menor equivaléncia na
proporgao de morfotipos florais (iv) A distancia geografica entre populagdes
explica a equabilidade de morfotipos florais em populagdes no Pantanal?
Espera-se que populacdes mais distantes e isoladas tenham maior

discrepancia na proporg¢ao de morfotipos florais.

MATERIAIS E METODOS

Local de estudo

O Pantanal, localizado no centro da América do Sul (15 — 20° sul), é
caracterizado pela depressao geoldgica Rio Paraguai; € circundado pelos
planaltos de Maracaju-Campo Grande e Taquari-ltiquira a leste, Guimaraes e
Parecis a norte, Urucum-Amolar a oeste e Bodoquena a sul (Assine 2003).
Representa a maior planicie alagavel da Terra com cerca de 135.000 km?
constituido de area inundavel (Assine 2003, Silva & Abdon 1998) e 160.000

km? ao todo (Junk & Nunes da Cunha 2005), com altitude entre 80 e 190 m.
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A origem das terras umidas e sistema lacustre do Pantanal ocorreram na
transicao entre o Pleistoceno e Holoceno, onde o Pantanal passou por diversas
mudancas climaticas: 40.000 — 8000 anos atras frio e seco, 8000 — 3500 anos
atras quente e umido, 3500 — 1500 anos atras quente e seco, e 1500 —
Presente quente e umido (Ab’Saber 1988; Iriondo & Garcia 1993; Stevaux,
2000). A alternancia entre periodos secos e umidos levou a diferentes padrdes
de deposicao de sedimento no Rio Paraguai e seus tributarios, resultando em
um mosaico de distintas formagdes geomorfolégicas atualmente cobertas por
varios tipos vegetacionais (Short & Blair, 1986; Jimenez-Rueda et al., 1998). A
formagao do Pantanal foi marcada por altas taxas de extingdo de organismos
aquaticos decorrentes dos extremos periodos secos, havendo varios eventos
de re-colonizagao destes organismos provindos da regiao baixa do Rio
Paraguai, Cerrado ao entorno, bacia Amazonica e Chaco (Junk & Nunes da
Cunha 2005). E provavel que o pequeno intervalo de tempo desde o Ultimo
periodo de extrema seca tenha sido insuficiente para o desenvolvimento de
espécies endémicas. Além do mais, é possivel presumir que o papel da
inundagao na imigracao e transporte passivo dos organismos tenha limitado
processos de especiagao por segregacao espacial de populagdes.

A maior forga estruturadora da paisagem pantaneira é, atualmente, o
pulso de inundagao anual, geralmente unimodal, que apresenta consideravel
variagao espacial e temporal na planicie alagavel (Hamilton et al. 1996, Silva &
Abdon 1998, Junk & Da Silva 1999, Junk 2000, Hamilton 2002, Gongalves et al.
2011). A agua pluvial é retida na planicie durante os periodos chuvosos
causando o alagamento de extensas areas, e escoa vagarosamente no sentido

leste-oeste em dire¢ao ao rio Paraguai através de riachos permanentes e
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temporarios, regionalmente conhecidos como corixos e vazantes,
respectivamente. Por outro lado, o rio Paraguai, o qual também recebe agua de
diversos rios tributarios em seu curso, escoa a agua no sentido norte-sul. A
flutuacado sazonal dos niveis da agua é de 2 a 5 m no rio Paraguai, entretanto,
as demais regides do Pantanal geralmente apresentam valores menores.
Estima-se que 90% das aguas que passam pelo Pantanal retornam a
atmosfera, contribuindo significativamente para o equilibrio regional das aguas
e temperatura (Ponce 1995, Hamilton et al. 1996, Hamilton 2002).

O clima da regiao ¢é Tropical (Aw de Koppen) com estacdes secas e
umidas bem definidas (maio-outubro e novembro-abril, respectivamente). A
precipitacdo anual varia de 1.000-1.500 mm, com maior parte das chuvas
ocorrendo entre novembro e margo. Devido a baixa elevagao e localizacdo no
continente, a regido esta sujeita a penetragdo de massas de ar polares durante
o inverno, podendo reduzir drasticamente as temperaturas e causar pequenas
geadas (Hamilton et al. 1996, Hamilton 2002).

O Pantanal apresenta grande variedade de sub-regides com distintas
caracteristicas geomorfologicas, hidrolégicas e ecoldgicas. O numero de sub-
regides e os critérios para sua classificagao sao diferentes entre autores, que
levam em consideracao percepcoes tradicionais, limites politicos,
caracteristicas geomorfologicas e hidrolégicas (EDIBAP 1979, Adamoli 1982,
RADAMBRASIL 1982). Neste trabalho seguirei a nomenclatura proposta por
Hamilton et al. (1996), que divide o Pantanal em 10 sub-regides. As sub-
regides sao classificadas de acordo com os maiores rios que fluem através
delas, e o limite determinado por esses, refletem diferengas hidrolégicas e

geomorfolégicas entre sub-regides (Figura 1.1), o que é de particular
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importancia para este estudo. Além do mais, também sera usada a
classificagao proposta por Gongalves et al. (2011) para as diferentes duragdes

e magnitudes do pulso de inundagido no Pantanal.
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Figura 1.1. Sub-regiées do Pantanal brasileiro de acordo com Hamilton et al. (1996). Siglas MS
e MT correspondem aos estados brasileiros de Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, o qual
Pantanal faz parte.
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Descricdo da espécie

Eichhornia azurea é macrofita aquatica perene, rizomatosa, flutuante fixa no
substrato. Entretanto, € comum a dispersao de clones em bancos flutuantes ao
longo dos rios do Pantanal (Pott & Pott 2000). Pode ser encontrada em
ambientes aquaticos das bacias hidrograficas da Amazoénia, Paraguai e Parana
(Barrett 1978; Bianchi et al. 2000; Alves dos Santos 2002, Cunha & Fischer
2009, Cunha et al. 2012). As flores variam de azul a roxa com seis pétalas de
bordo fimbriado e guia de néctar (Figura 1.2). Cada flor possui trés estames
longos e trés curtos conectados a parte interna do tubo floral e a altura do
estigma variando conforme o comprimento do estilete, o que caracteriza o
morfotipo floral (Figura 1.2). O numero de flores por inflorescéncia (30-120)
pode variar com as caracteristicas fisico-quimicas da agua e nutrientes (Bueno
2003, Cunha N.L. observacao pessoal). Ao final da floragao, a inflorescéncia
prostra na agua para o desenvolvimento dos frutos (Alves dos Santos 2002,
Cunha & Fischer 2009). No Pantanal, E. azurea pode apresentar flores ao
longo do ano inteiro em corpos de agua permanente, enquanto em lagoas
efémeras a floragao ocorre a partir da metade do periodo das chuvas
(fevereiro) (Cunha N.L. observagéo pessoal). Os frutos sdo capsulas que
podem conter mais de 100 sementes (~1-2 mm de compimento). As flores séo
visitadas por diversa gama de moscas, borboletas e abelhas, no entanto os
cruzamentos legitimos sao realizados por abelhas solitarias de probdscide
longa, (Barrett 1978, Alves dos Santos & Wittmann 2000, Alves dos Santos
2002). A espécie apresenta pronunciada reprodugao clonal, e os niveis de

incompatibilidade heteromorfica variam de compativel (quebra da tristilia,
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Barrett 1978, Alves dos Santos 2002), a moderada (Cunha & Fischer 2009) e

forte (Bianchi et al. 2000).



CAPITULO 1: ESTRUTURA FLORAL MORFOTIPICA 20

Figura 1.2. Inflorescéncia do morfotipo longo (A), médio (B) e curto (C) de Eichhornia azurea,
Pantanal. As setas indicam os estiletes longo (L) e médio (M), o estilete curto n&o é visivel por
estar no fundo do tubo floral (Fotos:N.L. Cunha). (D) representagdo esquematica da heterostilia
em Eichhornia azurea. (1) perianto, (2) estigma e estilete, (3) primeiro conjunto de trés anteras,
(4) segundo conjunto de trés anteras, (5) ovario. As estruturas descritas para © morfotipo longo,
ocorrem em todos os morfotipos, porém em alturas diferentes. As setas apontam a
transferéncia de polen em polinizagdes legitimas (hercogamia reciproca), outras combinag¢des

entre podlen e estigma rsultam em poucas ou nenhuma semente.
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Amostragem

Populagdes de Eichhornia azurea foram amostradas no periodo de 2004 a
2012. Algumas populag¢des foram adicionadas a partir de dados disponiveis em
monografias, dissertagbes de mestrado e artigos cientificos (Souza, 2006,
Bueno 2003, Cunha & Fischer 2009) (Tabela 1.1). Foram amostradas lagoas
permanentes, temporarias, lagoas formadas ao longo de estradas devido a
escavacgao e uso da terra para construgao da estrada (aterro), “corixos”,
“vazantes”, e canais que conectam grandes lagos aos rios (Figura 1.3). A
distancia entre populagdes variou de 1 a 670 km (Figura 1.4). As populagdes
foram classificadas quanto ao numero de rametos com inflorescéncias, por
meio de estimativa visual, em sete categorias: 1-25; 26-50; 51-100; 101-200;
201-500; 501-1000 e >1000. Morfotipos florais foram identificados em campo.
Em populagdées com até 200 ou menos rametes em floragéo, os morfotipos
florais de todas as inflorescéncias foram verificados. Em populagdes maiores,
amostrei em intervalos de 1.5 - 2 m ao longo de transectos distanciados cerca
de 2-3 m entre si. Populagdes flutuantes nos grandes lagos da porgéo oeste do
Pantanal, usei barco para amostragem dos rametos em floragdo. Devido o
crescimento clonal, a individualizagdo de genets nao pode ser determinada, e
as estimativas dos morfotipos florais aqui descritas representam estimativas

fenotipicas.

As populagdes também foram classificadas de acordo com a intensidade
da inundacgao. Foram criadas quatro grandes categorias baseadas em
conhecimento prévio da regiao e informacdes disponiveis na literatura em
relacdo a magnitude e duragao da inundagcdo em cada regidao (Gongalves et al.

2011): inundacéo baixa de curta duracao (baixa e curta), inundagdo média e de
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média duragao (média e média), inundagao média e de longa duragcédo (média e

longa), e inundacéo alta de longa duracéao (alta e longa).
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Figura 1.3. Tipos de corpos d’agua (populagbes) e paisagem encontradas ao longo das sete
sub-regides do Pantanal amostradas. (A) pastagens alagaveis no Nabileque (inundagéo baixa
e curta), (B - D) “caixas de empréstimo”, lagoas temporarias e permanentes em Miranda e
Aquidauana (inundagdo média e longa), (E), “baia” na Nhecolandia (inundagao média e média),
(F) “vazante” e pastagens alagadas na porgao NE da sub-regiao de Aquidauana e Leque do
Taquari (inundagéo baixa e curta), (G) delta do Rio Taquari, e (H) grandes lagos do Paraguai
(inundacgao alta e longa).
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Figura 1.4. Distribuicdo das 73 populagdes de Eichhornia azurea amostradas de 2004 a 2012
no Pantanal entre as diferentes intensidades de inundagéao.
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Analises

Proporg¢éo dos morfotipos e esforgo amostral

Foram calculadas frequéncias médias de cada morfotipo para todo o Pantanal
(média da proporgéo de cada morfo encontrada entre as 73 populagdes), bem
como a frequéncia total (frequéncia por morfotipo floral obtida pela soma de
todos os individuos amostrados nas 73 populagdes). Os valores de frequéncia
dos morfotipos florais foram comparados com modelos gerais lineares mistos
(GLMM) com erros binomiais, ponderados pelo numero absoluto de flores
amostradas por morfo em cada populacéao, e tendo populagdes e pulso de
inundacdo como efeito aleatério. A frequéncia em cada populacao e total foi
analisada com teste G para qualidade de ajuste com propor¢des esperadas

iguais entre morfotipos florais (Sokal & Rohlf 2011).

Utilizei diagramas De Finetti para a representagao grafica da variacéao
das proporgdes de cada morfotipo floral das populagdes de E. azurea. Neste
tipo de grafico, cada lado do tridngulo representa um morfotipo floral e o ponto
central equidistante a todos os lados corresponde ao perfeito equilibrio
isoplético. A distancia de um ponto (populagado) em relagdo a um dos lados do
tridngulo é proporcional a quantidade daquele morfo na populagéo. Populagtes
sobre um dos lados do triangulo correspondem a populagdes dimorficas que
nao possuem o morfo do lado onde estéo representados, e pontos sobre um
vértice representam populacdées monomorficas do morfotipo representado na

face oposta.
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A variagao na proporgao dos morfotipos florais por populagao foi
calculada por meio do indice de equabilidade (E) proposto por Barrett et al.

(1989), como segue:

1= + F(M)2 4 £(€)?)
B 0.6667

E

Onde f (X)= frequéncia do morfo-X (L = longo; M = médio, C = curto)

O indice varia de 0 (populagcbées monomorficas) a 1 (completa equidade).
Como a equidade entre morfotipos florais € um parametro sujeito a desvios
relacionados ao esforco amostral, utilizei correlagdo (Pearson) entre o indice E
e o esforgo amostral proporcional ao tamanho da populagao, obtido pela
divisdo do tamanho maximo populacional (e.g. se a populagao foi classificada
no intervalo de 26-50 individuos, usa-se o valor 50) pelo niumero de flores
amostradas para verificar se populagdes melhores amostradas também seriam
mais equivalentes (Tabela 1.1). Para testar hipotese de que populagdes
isopléticas foram proporcionalmente mais bem amostradas, foi utilizado teste-t
comparando o esforgco amostral proporcional entre as populacdes isopléticas

com as anisopléticas (determinadas a partir do teste de qui-quadrado).

Equidade x tamanho populacional

A relacao entre equidade entre os morfotipos florais (E) com o tamanho
populacional foi testada por meio de Modelos Generalizados Aditivos para
Localizacao de Escala e Forma (“GAMLSS - Generalized Additive Models for

Location Scale and Shape”) utilizando distribuicdo beta-inflacionada (Rigby &
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Stasinopoulos 2005). Nestes modelos utilizei as diferentes categorias de
inundagao como covariavel e efeito aleatério no modelo. Os valores de E
obtidos para cada populagao foram usados como variavel dependente em
modelo de regressao beta inflacionada com 0 s(zeros). Modelos de regressao
beta sao robustos para modelagem de dados com limites de amplitude, pois
apresentam diversos formatos de distribuicdo de densidade que variam com os
parametros da distribuicdo, permitindo a visualizagao de relagdes que seriam
obscuras em modelos lineares (Rigby & Stasinopoulos 2005, Ospina & Ferrari
2012). No entanto, dados de proporcéao, taxas e indices incluem valores de 0Os
e 1s que nao podem ser simplesmente descartados. Neste caso a distribuicao
beta ndo permite inferéncias probabilisticas, e inclusdo de modelos com 0 e 1
inflacionados aparentam ser ideais para situagdes que a variavel de interesse é
continua e restrita aos intervalos de [0,1), (0,1] ou [0,1] e esta relacionada a
outras variaveis em uma estrutura de regressao (Ferrari & Cribari-Neto 2004).
Os 0s gerados pelos valores de indices podem ser ocasionados pela auséncia
de algum morfotipo floral na populagéo (0 verdadeiro) ou pelo fato de nao ter
sido encontrado o morfo durante as amostragens, seja por nao ocorrer durante

o periodo amostrado ou por ndo detecgao (0 falso) (Martin et al. 2005).

Foi criado um vetor numérico para cada categoria de tamanho
populacional a partir do maior niumero encontrado em cada intervalo de
tamanho (‘dummy variable’), esse procedimento foi adotado visando ganhar
graus de liberdade para as analises (e.g.: 1-25 = 25, 26-50 = 50, ..., 501-1000 =
1000, as populagdes classificadas como maiores que 1000 receberam o valor

arbitrario de 10.000).
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Testes de Mantel foram utilizados para avaliar se existe relagdo espacial
entre a equidade (E) dos morfotipos florais e tamanho populacional. Para a
realizacado desta analise foi calculada a distancia euclidiana do indice E,
tamanho populacional (logaritmo natural do vetor numérico criado para
tamanho populacional) e distancia geografica entre todos os pares de
populagdes. A correlagdo de Pearson entre esses vetores foi calculada por

meio de 2000 permutacgdes.

As analises e graficos foram realizados com programa “R: A Language
and Environment for Statistical Computing” (R Core Team 2012), com auxilio
de pacotes especificos. A andlise de regressao beta inflacionada foi realizada
com auxilio do pacote “gamlss” (Rigby & Stasinopoulos 2005), e o teste de
Mantel com o pacote “vegan” (Oksanen et al. 2012). Os gréficos ternarios e os
boxplots foram gerados nos pacotes “vcd” (Meyer et al. 2012) e “ggplot2”

(Wickham 2009), respectivamente.

RESULTADOS

Ao todo foram verificadas 10.008 inflorescéncias em 73 populagdes de
Eichhornia azurea no Pantanal. As populag¢des variaram de 1 a 1000 individuos
amostrados, com média e mediana de 137,1 e 66,0 respectivamente.
Populagdées com mais de 1000 plantas foram mais comuns (n = 18), que
populagdes com 101-200 (n = 14) plantas; 51-100 e 201-500 tiveram 12
populagdes cada, as demais categorias tiveram menos que 10 populagdes
amostradas (1-25 = 8; 26-50 = 6; 501-1000 = 3). Cerca de 80 % das

populagdes foram trimérficas (n = 57), ao passo que somente 10 % das



CAPITULO 1: ESTRUTURA FLORAL MORFOTIPICA 29

populagdes foram dimdrficas ou monomorficas (n = 8 cada) (Figura 1.5). Vinte
e sete populagdes encontravam-se em area de baixa magnitude e curta
duracao da cheia, 16 em regides com média magnitude e média duracgao, 18

de média e longa e 12 de alta e longa (Tabela 1.1).

Em média, a frequéncia do morfotipo floral longo foi 0,35 (+ 0,21), do
médio foi 0,32 (x 0,23) e do curto, 0,37 (+ 0,24) (medianas 0,365; 0,259; 0,363;
respectivamente). O morfotipo curto foi mais frequente que o médio (ANOVA, gl
=2,F=4,411, p = 0,013; Tukey post-hoc, M x C, p=0,048), e todas as demais
combinagdes nao diferiram (Tukey post-hoc, Lx C, p=0,614;Lx M, p =
0,325). Quando analisada a proporgao dos morfotipos florais individualmente
nas 73 populagcdes amostradas, 49 apresentaram desvio do equilibrio esperado
para proporgdes iguais, e 24 populag¢des foram isopléticas (Tabela 1.1, Figura
1.5, Figura 1.6). Quando analisados em conjunto os dados de todas as 73
populagdes, o que pode ser extrapolado como um valor global para todo o
Pantanal, ha desvios da frequéncia esperada ao acaso (G wt = 1971,82, p
<0,0001) (Tabela 1.1), sendo o morfotipo curto mais frequente e o médio

menos representado.
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Figura 1.5. Proporgao entre morfotipos florais encontrada em 73 populagdes de Eichhornia
azurea amostradas entre 2004 e 2012 no Pantanal; graficos foram deslocados para evitar
sobreposigéo. Siglas MS e MT correspondem aos estados brasileiros de Mato Grosso do Sul e
Mato Grosso, o qual Pantanal faz parte.
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Figura 1.6. Frequéncia de morfotipos florais em 73 populagbes de E. azurea amostradas no
Pantanal. O ponto azul central corresponde ao equilibrio isoplético, e o tridngulo vermelho a
todas as populagdes amostradas no Pantanal. (A) populagdes com cor preta correspondem a
populacdes isopléticas (com proporgdes equivalentes entre morfotipos florais) e as em cor
cinza as populagdes anisopléticas (proporgdes desiguais entre morfotipos florais), (B) o
gradiente de cores representa as diferentes magnitudes de altura e duragéo do pulso de
inundagdo. Em ambos os graficos ha sobreposigéo nas populagbes monomoérficas, onde no
vértice superior (lados C e L) ha trés populagdes na categoria de inundagéo média e longa,
enquanto no vértice direito (lados M e L) trés populagbes na categoria baixa e curta e uma
populacédo na média e longa.
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Dentre as populagbées monomorficas, o morfotipo curto foi encontrado
em quatro populagdes, enquanto o medio e longo em apenas trés e uma
populagdes, respectivamente (Tabela 1.1). Por outro lado, das oito populagcées
dimorficas reportadas, seis apresentaram somente o morfotipo curto e longo, e
no geral com propor¢des equivalentes (Tabela 1.1). Dentre as populagdes
trimérficas anisopléticas, a propor¢gao média dos morfotipos longo, médio e
curto, foram respectivamente, 0,34, 0,27 e 0,39. Por outro lado, nas populagdes
dimérficas que apresentaram somente os morfotipos curto e longo, a
frequéncia média foi de 0,60 e 0,40, respectivamente. Os desvios encontrados
no geral foram, portanto, causados pela maior propor¢cao de morfotipos curtos e
longos em relagdao ao médio (Figura 1.6). Dezenove populagdes apresentaram
ao menos um morfotipo raro (frequéncia menor ou igual a 15%), dentre essas o
morfotipo C foi mais raramente encontrado nessa condi¢ao (~15,8%, n = 3),
seguido pelo morfotipo L (31,6 %, n = 6), e morfotipo M o qual apresentou mais

da metade dos casos (57,9 %, n = 11). (Tabela 1).

Das 73 populagdes amostradas, 17 apresentaram ao menos uma
inflorescéncia com flores com variagdes fenotipicas favorecendo a endogamia,
condic&do conhecida como semi-homostilia. A maioria dessas populacdes
encontra-se na regiao do Pantanal de Miranda, Aquidauana e sul da
Nhecolandia, regides que apresentam inundacéo de média magnitude e de
média a longa duragdo. Somente em trés populagdes (EAZU 24, 46, 47AB,
Tabela 1.1) o numero de semi-homostilicos ficou entre 15 e 20 %, em todas as
demais ocorréncias esta propor¢cédo nao ultrapassou 5 %. Esses resultados

aparentam néo ter relacdo com a equidade dos morfotipos florais em cada
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populagao e devido a baixa frequéncia de ocorréncia, inferéncias mais robustas

sdo limitadas.

O indice E apresentou valor médio de 0,76 e mediana de 0,887
(amplitude de 0 a 0,997), com coeficiente de variagéo de 0,41. Nao houve
correlacao do esforgo amostral proporcional aplicado com a equabilidade E dos
morfotipos florais (correlagéo de Pearson, r = -0,15, p = 0,18), assim como nao
houve diferenca no esforgco amostral proporcional entre populagdes isopléticas
e anisopléticas (t =-0,77, gl = 27,09, p = 0,44). Esse resultado permite inferir
que as conclusdes sao dissociadas de artefato relacionado a insuficiéncia
amostral. Por outro lado, houve relagdo positiva do tamanho populacional com
E (GAMLSS - beta inflacionada, Desvio Global = -83,668, AIC = -57,668,
estimativa = 0,299, erro padréao = 0,140, valor —t = 2,1247, p = 0,037), porém,
esta relagdo ndo co-varia entre os diferentes niveis de inundagao (inundagao
baixa e curta - estimativa = 0,270, erro padrao = 0,567, valor —t = 0,476, p =
0,635, média e média - estimativa = 1,364, erro padrao = 0,741, valor —t =
1,840, p = 0,070, média e longa - estimativa = 1,179, erro padréo = 0,678, valor
—-t=1,739, p = 0,087, alta e longa - estimativa = -0,757, erro padréo = 1,018,

valor —t =-0,7437, p = 0,459) (Figura 1.7).

Existe relagao positiva da equidade entre morfotipos florais com a
distancia geografica (Mantel, r = 0,176, p = 0,0063). Populagdées mais préximas
tendem a ter proporgdes entre morfos menos equivalentes, e a medida que
aumenta a distancia geografica entre populagdes as proporgdes entre
morfotipos florais ficam mais equivalentes. Também houve relagao espacial

com o tamanho das populagées (Mantel, r = 0,174, p = 0,002), onde
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populacdes amostradas geograficamente mais préximas foram geralmente

menores.
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Figura 1.7. Relac&o da equidade (E) entre morfotipos florais, com o tamanho das populag¢des
de Eichhornia azurea e intensidade de inundagéo no Pantanal. (A) representacéao grafica por
meio de “boxplots” evidenciando a relagédo positiva entre E e tamanho populacional; (B) grafico
de dispersao das populagbes amostradas, tridngulos correspondem a populagdes trimérficas,

quadrados a populagdes dimorficas e circulos a populagdes monomorficas.
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Tabela 1.1. Frequéncia e estrutura de morfotipos florais em populagdes de agua-pé Eichhornia azurea (Pontederiaceae) no Pantanal entre as diferentes

intensidades de inundagédo. Numero de inflorescéncias amostradas (N), tamanho populacional, esforco proporcional e valores de x? e p para cada populagéo
amostrada (ver detalhes nos métodos). As populagdes isopléticas estdo destacadas em negrito.

Intensidade de

inundagao Regido do % Morfotipo floral Morfotipo N Tamanho Esforgo X2 . .
Estrutura Pantanal raro (S 15%) Populacional  proporcional P isopletia
Populagdo Longo Médio Curto
Baixa e curta

monomorfica
EAZUGGA Nabileque - - 1,000 2 01-25 0,08 - - anisopletia
EAZUG66B Nabileque - - 1,000 1 01-25 0,04 - - anisopletia
EAZU54 Aquidauana 1,000 - - 1 01-25 0,04 - - anisopletia
EAZUS58 LTeq“e do - 1000 - 19 01-25 0,76 ] ; anisopletia

aquari
EAZU60 LTeq“e do - 1000 - 34 51-100 0,34 ] ; anisopletia
aquari

dimbrfica
EAZUG67 Nabileque 0,533 - 0,467 135 101-200 0,675 - - anisopletia
EAZU52 Aquidauana 0,353 - 0,647 17 201-500 0,034 - - anisopletia
EAZU77 Nhecolandia 0,029 - 0,971 L 35 26-50 0,7 - - anisopletia
EAZU62 L?g:ja‘:lo 0,500 - 0,500 2 01-25 0,08 i ; anisopletia

trimorfica
EAZU6G4 Nabileque 0,105 0,316 0,579 L 19 01-25 0,76 6.42 0.03848 *  anisopletia
EAZU71 Nabileque - - 1,000 2 01-25 0,08 - - anisopletia
EAZU72 Nabileque - 1,000 - 36 26-50 0,72 - - anisopletia
EAZU66C Nabileque 0,081 0,226 0,694 L 62 051-100 0,62 38.16  0.00050 *** anisopletia
EAZUG5 Nabileque 0,553 0,136 0,311 M 103 101-200 0,515 2717  0.00050 *** anisopletia
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EAZU68
EAZUG9
EAZU73
EAZU74
EAZU75
EAZU70
EAZU76
EAZU51
EAZU57
EAZU50
EAZU53

EAZU59

EAZU48

Média e Média
dimorfica
EAZUO7
EAZUO05
trimorfica
FRN4
EAZU08
NHU4
EAZU32
FNR2
NHU1
NHU2
EAZU15

Nabileque
Nabileque
Nabileque
Nabileque
Nabileque
Nabileque
Nabileque
Aquidauana
Aquidauana
Aquidauana
Aquidauana

Leque do
Taquari
Leque do
Taquari

Nhecolandia
Nhecolandia

Nhecolandia
Nhecolandia
Nhecolandia
Nhecolandia
Nhecolandia
Nhecolandia
Nhecolandia
Nhecolandia

0,305
0,218
0,094
0,272
0,549
0,398
0,587
0,454
0,323
0,121
0,224

0,565

0,545

0,500

0,519
0,351
0,299
0,339
0,349
0,286
0,398
0,375

0,415
0,379
0,292
0,216
0,081
0,311
0,286
0,157
0,271
0,179
0,384

0,129

0,091

0,700

0,148
0,270
0,325
0,437
0,271
0,346
0,292
0,230

0,280
0,403
0,614
0,512
0,369
0,292
0,127
0,389
0,406
0,700
0,392

0,306

0,364

0,300
0,500

0,333
0,378
0,377
0,224
0,380
0,368
0,310
0,395

82
248
233
250
295
367

63
108
133
140
125

62

11

10
50

27

37

77
286
129
133
274
387

101-200
201-500
201-500
201-500
201-500
501-1000
51-100
101-200
101-200
201-500
201-500

051-100

051-100

101-200
501-1000

26-50
101-200
101-200
201-500
201-500
201-500

501-1000
>1000

0,41
0,496
0,466

0,5

0,59
0,367

0,63

0,54
0,665

0,28

0,25

0,62

0,11

0,05
0,05

0,54
0,185
0,385
0,572
0,258
0,266
0,274
0,387

2.51
15.13
96.06
37.09
98.57

7.07
20.67
15.72

3.7
85.39

6.74

17.84

3.45

5.56
0.70
0.73
19.56
2.42
1.46
5.26
18.85

0.26990
0.00100
0.00050
0.00050
0.00050
0.02699
0.00050
0.00050
0.15840
0.00050
0.03648

0.00050

0.20340

0.06697
0.72960
0.69320
0.00050
0.29590
0.47280
0.07996
0.00050

*kk

isopletia
anisopletia
anisopletia
anisopletia
anisopletia
anisopletia
anisopletia
anisopletia

isopletia
anisopletia
anisopletia

anisopletia

isopletia

anisopletia
anisopletia

isopletia
isopletia
isopletia
anisopletia
isopletia
isopletia
isopletia
anisopletia
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EAZU19
FRN1
NHU3
NHUS

EAZU17
FRN3

Média e Longa
monomorfica
EAZU41
dimbrfica
corpo1
trimorfica
EAZU35
EAZU46
EAZU47AB
EAZU47C
EAZU44
corpo34
corpo54
Corr_azul
EAZU24
EAZU25
EAZU40
EAZUA42
EAZUA45
EAZU47D
Medalha

Nhecolandia
Nhecolandia
Nhecolandia
Nhecolandia
Nhecolandia
Nhecolandia

Miranda

Miranda

Aquidauana
Aquidauana
Aquidauana
Aquidauana
Miranda
Miranda
Miranda
Miranda
Miranda
Miranda
Miranda
Miranda
Miranda
Miranda
Miranda

0,373
0,365
0,364
0,182
0,429
0,484

0,488

0,182
0,581
0,259
0,500
0,345
0,217
0,188
0,396
0,429
0,365
0,548
0,599
0,435
0,446
0,475

0,276
0,259
0,289
0,455
0,204
0,344

0,127
0,258
0,241
0,021
0,276
0,087
0,353
0,253
0,314
0,206
0,278
0,180
0,411
0,268
0,288

0,350
0,376
0,346
0,364
0,367
0,172

1,000

0,512

0,691
0,161
0,500
0,479
0,379
0,696
0,459
0,352
0,257
0,429
0,173
0,222
0,153
0,286
0,237

ST

648

1000

280
22
49
64

41

55
62
58
48
29
46
85
182
105
63
248
167
124
343
427

>1000
>1000
>1000
>1000
51-100
51-100

01-25

26-50

51-100
51-100
51-100
51-100
26-50
26-50
051-100
101-200
101-200
101-200
101-200
101-200
101-200
201-500
201-500

0,648

0,28
0,022
0,49
0,64

0,04

0,82

0,55
0,62
0,58
0,48
0,58
0,92
0,85
0,91
0,525
0,315
1,24
0,835
0,62
0,686
0,854

10.03
25.05
2.58
2.55
3.96
9.41

31.89
17.94
7.28
21.13
0.48
28.35
9.48
5.85
4.80
4.95
55.70
53.40
18.21
19.77
40.49

0.00400
0.00050
0.28190
0.27240
0.13840
0.01000

0.00050
0.00050
0.02499
0.00050
0.80710
0.00050
0.00950
0.06397
0.08996
0.84960
0.00050
0.00050
0.00050
0.00100
0.00050

*%

anisopletia

anisopletia
isopletia
isopletia
isopletia

anisopletia

anisopletia

anisopletia

anisopletia
anisopletia
anisopletia
anisopletia
isopletia
anisopletia
anisopletia
isopletia
isopletia
isopletia
anisopletia
anisopletia
anisopletia
anisopletia
anisopletia
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EAZU23 Miranda 0,290 0,316 0,394 792 >1000 0,792 13.85 0.00200 **  anisopletia
Alta e longa
dimorfica
BCS Paraguai 0,181 0,819 - 155 >1000 0,155 - - anisopletia
trimérfica
BCI Paraguai 0,455 0,345 0,200 145 >1000 0,145 14.25 0.00015 ****  anisopletia
EAZU78 Paraguai 0,788 0,121 0,091 M 66 >1000 0,066 61.45 0.00050 **** anisopletia
EAZU79 Paraguai 0,722 0,222 0,056 18 >1000 0,018 13.00 0.00150 **  anisopletia
EAZUS80 Paraguai 0,368 0,307 0,325 163 >1000 0,163 0.97 0.62870 isopletia
EAZU81 Paraguai 0,540 0,200 0,260 50 >1000 0,05 9.88 0.00800 **  anisopletia
EAZU82 Paraguai 0,814 0,167 0,020 102 >1000 0,102 109.24 0.00050 *** anisopletia
EAZU83 Paraguai 0,143 0,607 0,250 28 >1000 0,028 9.93 0.00450 **  anisopletia
EAZU85 Paraguai 0,127 0,747 0,127 S.L 79 >1000 0,079 60.78 0.00050 ***  anisopletia
EAZUS87 Paraguai 0,500 0,150 0,350 M 20 >1000 0,02 3.70 0.17890 isopletia
EAZU86 Rio Taquari 0,497 0,116 0,386 M 189 >1000 0,189 43.52 0.00050 ***  anisopletia
EAZU84 Cuiaba 0,441 0,339 0,220 59 >1000 0,059 4.31 0.12490 isopletia
Total 0.353 0.270 0,377 19 10008 1971,82 <0,0001 *** anisopletia

" Morfotipos marginalmente proximos a 15 %

*p <0.05 **p<0.001, ** p <0.0001, **** p < 0.00001
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DISCUSSAO

Eichhornia azurea apresenta enorme heterogeneidade na estrutura de morfotipos
florais entre populagdes. Embora a maior parte das popula¢cdes amostradas seja
trimérfica, em geral elas apresentam desvios da propor¢ao isoplética (1:1:1), e 0
morfotipo médio significativamente menos representado. Diferengas de fitness (ou
aptidao) entre morfotipos e fatores historicos aparentam contribuir para este
resultado. Estudos sobre a reproducao de E. azurea apontam que o morfotipo
médio apresenta maior capacidade de formagao de sementes via polinizagdes
ilegitimas e auto-polinizagado que os demais morfotipos (Barrett 1978, Bianchi et al.
2000, Alves dos Santos 2002, Cunha & Fischer 2009). Por outro lado, medidas de
caracteres vegetativos como area foliar, peciolo e niumero de flores ndo sao
diferentes entre morfotipos florais de E. azurea, estando possivelmente
relacionadas a diferentes pressdes ecoldgicas entre populagdes (Bueno 2003).
Diferencas no desempenho de cada morfotipo floral podem levar a desvios do
esperado em populagdes de espécies tristilicas, como ja reportado para espécies
do género Oxalis, Lythrum, Pontederia e Eichhornia (Andersson 1994, Manicacci &
Barrett 1996, Agren & Ericson 1996, Anderson & Ascher 1995). Entretanto, &
provavel que essa nao seja a unica forga estruturadora da frequéncia relativa de
morfotipos florais de Eichhornia azurea no Pantanal, uma vez que houve grande
heterogeneidade entre as populagdes amostradas. Na auséncia de efeito de
fatores histéricos sobre a formagao e manutengao das populagdes a selecédo deve
favorecer os morfotipos com melhor desempenho. Assim, em situagao de baixa

eficiéncia de polinizagao cruzada, é esperado aumento relativo da frequéncia do
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morfotipo médio, que apresenta maior flexibilidade para reprodug¢éo sob
polinizagdes ilegitimas e auto-polinizagédo (Barrett 1978, Bianchi et al. 2000, Alves
dos Santos 2002, Cunha & Fischer 2009). Além do mais, modelos tedricos
predizem que populag¢des que sofrem com endogamia e apresentam flexibilidade
reprodutiva, genotipos recessivos se tornem mais frequentes por segregacgao
(Morgan & Barrett 1988), o que proporcionaria maior frequéncia dos genaétipos
para morfotipos longo (ssmm) e médio (ssMm, ssMM). Todavia, apesar de haver
favorecimento do morfotipo auto-compativel (médio, por exemplo) em situagéo de
estresss, e este potencialmente aumentar sua frequéncia relativa sob essas
condicOes, os maleficios da endogamia poderao ser percebidos por meio de
menor aptidao frente as adversidades encontradas para o desenvolvimento deste
morfotipo. Dentre as populagdes que apresentaram um morfo mais raro
(frequéncia menor ou igual a 15%), o morfotipo médio foi mais raro em cerca de
60% dessas populagdes, além de, globalmente ser menos representado no
Pantanal. A menor frequéncia pode ser indicativo de contra selecao a este
morfotipo floral em decorréncia da endogamia (Eckert & Barrett 1995). Estudos
comparando o sucesso reprodutivo em polinizagao aberta e desenvolvimento de
plantulas entre morfotipos florais sdo necessarios para confirmar a existéncia de
menor aptidao para este morfotipo floral em E. azurea.

No entanto, ainda ndo esta claro quais forcas determinam a ocorréncia de
morfotipos florais semi-homostilicos em baixas frequéncias em algumas
populacdes do Pantanal. Os dados disponiveis ndo permitem inferir relacbes com
a desigualdade de morfotipos florais ou espaco. A maioria das populagdes com

esses variantes estdo em regiées com inundacdo de média magnitude e longa
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duragao (sub-regides de Miranda e oeste de Aquidauana), locais onde muitas
populacdes sao anuais e florescem o ano inteiro. Durante o periodo seco, é
provavel que estas populagcdes apresentem aumento na frequéncia de endogamia
por ficarem mais isoladas, aumentando as chances de desenvolvimento e fixacédo
de fendtipos semi-homostilicos. Morfotipos semi-homostilicos para E. azurea ja
foram reportados em Guanacaste, Costa Rica e regido da Juréia, Sdo Paulo,
Brasil. A auséncia de polinizadores oligoléticos e processo de colonizagéo a longa
distancia s&o apontados como o principal fator para a fixagéo desse fenotipo em
populagdes de E. azurea (Barrett 1978, Alves dos Santos 2002).

Fatores historicos aparentam ter maior contribuicdo para o cenario encontrado
nas populagdes de E. azurea no Pantanal. E provavel que a histéria geoldgica
recente do Pantanal, aliada a interagdo do pulso de inundagao e habito de vida de
E. azurea, que potencialmente promovem grande fluxo génico entre populagoes
por meio de sementes (sexuada) e estoldes (assexuada), determinem a presenca
majoritaria de populagdes trimérficas com marcantes desvios da isopletia
(dispersao de pontos no grafico triangular). Para o trés morfotipos florais
ocorrerem em uma populagao, € necessario que os quatro alelos responsaveis
pela expressao dos trés morfotipos estejam presentes (‘S’, ‘M’, ‘m’). Populagdes
iniciadas sob essas condi¢cdes poderao segregar genotipos para os trés morfotipos
florais, caso ocorram os vetores necessarios para polinizagao cruzada legitima. O
pulso de inundagao anual unimodal do Pantanal, com diferentes magnitudes entre
anos (Junk & Da Silva 2000, Hamilton 2002), pode promover tanto a deriva
genética como a extingdo e recolonizagédo de gendtipos entre metapopulagdes. A

acgao do pulso de inundagdo em conjunto com a atividade de polinizadores pode
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promover o fluxo génico no Pantanal, possibilitando a ocorréncia dos gendtipos
necessarios para a formagao de populagdes tristilicas. As raras populagoes
dimodrficas e monomorficas encontradas sao provavelmente resultado de deriva
genética promovida pelo pulso de inundagéo. A maior frequéncia de morfotipos
curto e longo em populagdes dimorficas pode ser por acaso, ndo havendo
nenhuma forga seletiva atuando para este resultado. Grandes bancos de E.
azurea sao deslocados com as aguas e ventos durante as cheias de forma
imprevisivel, e muitas vezes se fixam em regides rasas que secam rapidamente
durante a vazao das aguas, ocasionando a morte de grande quantidade de
plantas, situagdo bastante comum em lagoas do Pantanal. Modelos tedricos
apontam que populagdes iniciadas com quatro individuos que tenham tanto
polinizagao legitima quanto ao acaso, apresentam somente 5,5% de chance de
serem estruturadas como dimorficas com os morfotipos longo e curto (Morgan &
Barrett 1988), o que sustenta a possibilidade das populagbées dimadrficas no
Pantanal serem determinadas ao acaso. Modelos teéricos que incluem histoéria de
vida, estratégia de regeneracao e padrdes de cruzamento revelam que a perda de
algum morfotipo floral é fortemente influenciada pela sobrevivéncia ano a ano,
propagacao clonal, auto-fertilizacdo e auséncia de polinizagdes (cruzamentos nao
associativos) (Eckert & Barrett 1992). O padréo de distribuicdo de frequéncia dos
morfotipos florais de E. azurea, apresenta similaridades ao encontrado tanto em
Lythrum salicaria, espécie auto incompativel que se reproduz por sementes,
quanto Decodon verticilatus, espécie clonal auto compativel (Eckert & Barrett

1992). Eichhornia azurea é auto-incompativel no Pantanal (Cunha & Fischer
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2009), porém também apresenta reprodugao clonal pronunciada, o que torna
aceitavel o padrao intermediario de dispersao da frequéncia dos morfotipos florais.
Por outro lado, o resultado global encontrado para o Pantanal, mosta maior
frequéncia do morfotipo curto. Esse resultado pode estar relacionado com a
histéria recente do Pantanal, cuja formacao iniciou a cerca de 10.000 anos atras, e
a paisagem atual das lagoas ha 5.000 anos (Assine 2003). O numero de geragdes
necessarias para uma populagao atingir a isopletia € diretamente relacionado ao
numero de gendtipos fundadores da populagédo (Heuch 1979). Para populagbes
trimorficas, modelos computacionais apontam que qualquer combinacgao de
gendtipos fundadores resulta em maior proporc¢ao (> 33 %) do morfotipo curto que
dos demais durante as primeiras gera¢des (Morgan & Barrett 1988). Para uma
populacéao ser trimérfica, € necessario que o morfotipo curto faga parte do
processo inicial, pois € o unico morfotipo que carrega o alelo S. Se a populacéo
fonte deste gendtipo € mantida unicamente por polinizagdes legitimas, o morfotipo
curto fundador sera heterozigoto para este locus. Nesse caso, ha 50 % de chance
da progénie ser do morfotipo curto e 50 % de pertencer aos morfotipos médio e
longo, sob reproducao legitima. Porém, se ha endogamia, a chance de um alelo
dominante estar presente neste locus aumenta, por segregacéo, para 3:1
(morfotipo curto: morfotipos médio/longo — SS, Ss, sS: ss ) (Morgan & Barrett
1988). Isso explica a maior frequéncia do morfotipo curto em populagdes jovens
com poucas geragdes, como pode ser o caso de populagdes efémeras no
Pantanal; e o conjunto de populagdes efémeras que estdo continuamente em
formacgéao, ocasionando o aumento na frequéncia global do morfotipo curto no

Pantanal. Além do mais, altos niveis de autopolinizagao e polinizagdes ilegitimas,
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e sobrevivéncia de individuos entre geragdes, tendem a aumentar o tempo
necessario para atingir a isopletia. Estas previsdes teoricas estabelecidas pelo
modelo sédo coerentes com o resultado encontrado para E. azurea no Pantanal,
onde a espécie apresenta relaxamento da auto-incompatibilidade e da
incompatibilidade heteromorfica (Cunha & Fischer 2009), e grande porcentagem
de populagdes permanentes. Modelos matematicos preditivos que considerem o
pulso de inundacgao, periodicidade da populagao, reproducéo clonal e auséncia de
polinizadores oligoléticos poderao elucidar se o equilibrio isoplético € possivel de
ser atingido sob as condi¢gbes encontradas no Pantanal e quantas geragdes sao
necessarias para atingi-lo.

Existe forte relacao positiva da equidade dos morfotipos florais com o
tamanho populacional, como reportado para outras espécies tristilicas (Ornduff
1966, Barrett & Forno 1982, Barrett et al 1983, Anderson 1997, Barrett & Arroyo
2012). Os resultados encontrados no Pantanal estao relacionados a grande
probabilidade de perda de morfotipos florais por deriva genética mediada pelos
efeitos de extremos dos extremos hidricos sobre populagdes pequenas de E.
azurea no Pantanal. A maior variabilidade do indice de equidade (E) encontrada
nas populagdes maiores também pode ser explicada pela flutuagado sazonal do
nivel da agua. Nas regides adjacentes ao rio Paraguai estas variagdes podem
chegar a 5 m (Hamilton 1996), além do mais, essas regides sao fortemente
influenciadas pelas plantas que sao carreadas das cabeceiras dos rios de entorno
e planicie alagavel (ver métodos). Nessas regides (sub-regido do Paraguai, borda
oeste do Pantanal), devido a constante movimentagao de plantas deslocadas em

bancos de macrdfitas (regionalmente chamados camalotes), € esperada maior
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variabilidade nas proporg¢des dos morfotipos florais. Também é provavel que a
reproducao sexuada tenha pouca ou nenhuma relevancia sob essas condigdes de
instabilidade em decorréncia das variagbes hidricas (Morgan & Barrett 1988,
Barrett & Husband 1997). Estudos com genética de populagbes para testar
hipoteses sobre a estruturagao genética de populagdes de E. azurea no Pantanal
e a relacéo da diversidade genética com o tamanho populacional, periodicidade e
variacao espacgo-temporal sdo necessarios para elucidar estas questoes.

Populagdes mais préximas tendem a ser menores e com propor¢des mais
variaveis entre morfotipos florais que populagdes geograficamente mais distantes.
Este resultado pode estar relacionado como as diferentes paisagens amostradas e
dinamica populacional de E. azurea no Pantanal. Em muitos casos, foram
amostradas pequenas lagoas relativamente préximas entre si (~ 1000 m). E
provavel que o que foi chamado de populagdes, seja subunidades de um
complexo populacional maior, onde eventos de imigragao e fluxo génico entre elas
e demais areas com potencial para colonizagao, sejam ocasionados pelo processo
de inundagao — sementes e estoldes, ou via pdlen - visitantes florais sejam
comuns. Dessa forma, € aceitavel que essas subpopulagdes com proporgdes
desiguais de morfotipos florais estejam estruturadas em dinamica
metapopulacional. A auséncia ou baixa frequéncia de um morfotipo floral em
determinada populagcdo, € compensada em uma localidade vizinha, promovendo o
equilibrio isoplético de alguma maneira. Estudos com genética de populagdes de
E. azurea permitirao testar essas hipoteses da relagao do tamanho e isolamento
populacional e se o pulso de inundagao potencialmente promove a

homogeneizagao genética entre populagdes no Pantanal.
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CAPITULO 2

COMPOSIGAO DE VISITANTES FLORAIS E MANUTENGAO DA
HERCOGAMIA RECIPROCA EM EICHHORNIA AZUREA
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RESUMO
Espécies com ampla distribuigdo estao sujeitas a diferentes pressées ambientais abidticas (e.g.
temperatura, pluviosidade, relevo, umidade) e biéticas (e.g. predagao, herbivoria, dispersao,
polinizagdo), as quais podem conduzir mudangas na forma de vida, reprodugédo e demografia.
Polimorfismos florais como a heterostilia sdo importantes ferramentas para a investigagao de
processos direcionadores de variagdes em tratos florais ao longo de gradientes espaciais. Neste
estudo visei entender quais os efeitos da variagdo na composic¢ao e tratos funcionais de visitantes
florais na hercogamia reciproca da espécie tristilica Eichhornia azurea num gradiente de inundagéo
no Pantanal. Visitantes florais de 21 populagdes de Eichhornia azurea de trés categorias de
inundagao foram amostradas entre o periodo de dezembro de 2011 a setembro de 2012. Os
visitantes florais foram morfotipados e tiveram os tratos funcionais comprimento e largura do corpo,
e comprimento da probdscide tomados. A comunidade de potenciais polinizadores de E. azurea foi
composta por 27 morfotipos de abelhas e moscas. A maior riqueza foi encontrada nas regides com
inundagédo de baixa magnitude e curta duragéo (19 espécies), seguido pelas populagbes com
média e magnitude e longa duracao (13 espécies), e alto magnitude e longo duragao (6 spp.).
Populagdes com maior reciprocidade entre morfotipos florais também apresentaram maiores
comprimentos médios de probdscide, que por sua vez ocorreram nas regides do Pantanal com
menor intensidade de inundagao. Por outro lado, em populagdes com menor reciprocidade
hercogamica, a comunidade de visitantes florais foi composta majoritariamente por abelhas de
probdscide curta e em regides com maiores variagdes e intensidades de inundagéo. A maior
intensidade de inundagao aparenta ser importante forga seletiva limitadora para a ocorréncia de
espécies de probodscide longa, capazes de transportar o pélen de forma legitima entre flores de E.

azurea no Pantanal.

PALAVRAS-CHAVE: abelhas solitarias, abelhas oligoléticas, co-evolu¢do, comunidades de

polinizadores, interagcao animal-planta, trato funcional, polinizagao, variagao espacial.



CAPITULO 2 - VARIAGAO DE VISITANES FLORAIS 50

ABSTRACT
Species with wide distribution are exposed to different abiotic (e.g. temperature, rainfall,
topography, humidity) and biotic (e.g. predation, herbivory, dispersion, pollination) environmental
pressures, which may lead to changes in life form, reproduction and demography. Floral
polymorphisms such as heterostyly can be used to understand processes that drive floral variation
in spatial scale. In this study | aim to understand what are the effects of floral visitors composition
and their functional traits on reciprocal herkogamy of the tristylous Eichhornia azurea in a flood
gradient in the Pantanal wetland. Floral visitors of 21 populations of E. azurea of three discrete
inundation patterns were sampled between December 2011 and September 2012. Floral visitors
were morphotyped and their body length and width, and proboscides length were measured. The
community of potential pollinators of E. azurea was composed by 27 morphtypes of bees and flies.
Higher richness was found in regions with flood pulse of short intensity and short duration (19 spp.),
followed by regions with Middle and Long (13 spp.) and High and Long (6 sppp.) flood pulse.
Populations with higher reciprocity between floral morphs, also had higher mean proboscides
length, which occurred in regions with low intensity and duration of flood. In turn, in populations with
lower herkogamic reciprocity, the floral visitors assemblage was majorly composed by short-
tongued bees and flies, and in regions with higher intensity and duration of flood. Higher flood
intensity seems to be a strong selective force limiting the occurrence of long proboscides bee
species, which are able to realize legitimate pollinations among flowers of E. azurea in the

Pantanal.

KEY-WORDS: solitary bees, oligolectic bees, co-evolution, pollinator's communities, animal-plant

interaction, functional trait, pollination, spatial variation.
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INTRODUGAO

Investigacdes sobre as variagdes nas interagcdes entre animais e plantas (e.g.
herbivoria, polinizagéo e parasitismo) em ampla escala espago-temporal permitem
compreender processos ecoldgicos-evolutivos que moldam a expresséao de tratos
funcionais e historia de vida dos organismos (Linhart & Grant 1996, Thompson
2005, Mitchell et al. 2009). No caso de polinizagao, uma planta com grande gama
de visitantes florais com similar qualidade do servigco de polinizagao e custos
equivalentes nas interagdes tera retorno semelhante independentemente do
visitante floral, ndo havendo presséao seletiva para especializagao da planta em
determinado visitante ou grupo de polinizadores e vice-versa. Por outro lado, caso
algum visitante floral apresente maior eficiéncia na transferéncia de polen, tratos
florais estarao sujeitos a pressao seletiva para co-evoluirem com esses visitantes
efetivos (Aigner 2001; Thompson 2005, Whittall & Hodges 2007; Brunet 2009,

Mitchell et al. 2009, Muchhala et al. 2009).

Espécies com ampla distribui¢cdo estao sujeitas a diferentes pressdes
ambientais abidticas (e.g. temperatura, pluviosidade, relevo, umidade) e bidticas
(e.g. predagao, herbivoria, dispersao e polinizagao), as quais podem conduzir
mudancas na forma de vida, reprodugédo e demografia (e.g., Costich, 1995, Linhart
& Grant 1996, Dorken & Eckert, 2001, Suttle 2003, Case & Barrett, 2004 ; Weller
et al., 2007). Variagao intraespecifica em tratos florais e sistema reprodutivo de
plantas sao bons modelos para compreender processos microevolutivos em
escala geografica (Linhart & Grant 1996, Conner 2006, Hodgins & Barrett 2008).

Apesar de teoricamente fundamentado, poucos sao os estudos que procuram
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compreender os efeitos da variagao geografica e condigdes ambientais na
reproducao e polinizagao de espécies com ampla distribuicdo (Conner 2006,

Herrera et al., 2006, Moeller 2006, Hodgins &Barrett 2008).

Polimorfismos florais como a heterostilia podem ser utilizados para
entender processos direcionadores de alteracdes florais em escala espacial
(Barrett 1992). A heterostilia € um polimorfismo genético onde espécies de plantas
podem apresentar duas (distilia) ou trés (tristilia) formas florais que diferem quanto
as alturas dos estigmas em relacéo aos estames (Darwin 1877, Charlesworth
1979, Barrett 1992). O sistema € acompanhado de diversas caracteristicas
auxiliares que distinguem morfotipos florais, como tamanho do gréo de pdlen e do
estigma diretamente proporcional a altura da estrutura, quantidade de graos de
polen inversamente proporcional ao nivel das anteras, diferengas no tecido do
estilete entre morfotipos, além de geralmente ser acompanhado de
incompatibilidade esporofitica (Barrett 1992). Quando polen de uma antera é
transferido para altura equivalente de estigma, ocorre polinizagao legitima
(cruzamento ndo associativo), toda e qualquer outra interagéo entre polen e
estigmas configura polinizagao ilegitima (auto-polinizagao, geitonogamia,
polinizagao intra-morfo), o qual resulta na formagao de pouca ou nenhuma
semente (Darwin 1877, Barrett 1992). Esta equivaléncia na altura de estigmas e
anteras € conhecida como reciprocidade hercogamica. A heterostilia € apontada
COmMo um mecanismo responsavel para promover exocruzamento mediante
polinizadores especializados em transferir graos de polen dos trés niveis de antera
para equivalentes niveis de estigma (Darwin 1877, Barrett 1992, Baena-Diaz et al.

2012).
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No entanto, em algumas espécies heterostilicas visitantes florais
generalistas sdo capazes de transferir pélen de forma legitima e manter niveis
razoaveis de alogamia (Wolfe & Barrett 1987, Harder & Barrett 1992, 1993,
Husband & Barrett 1992c, Schlindwein & Medeiros 2006, Liu et al. 2013). Muitas
vezes nao ha pressao para especializagao, pois apesar do polinizador especialista
conseguir remover pélen com mais eficiéncia, nao obrigatoriamente tera melhor
desempenho no transporte do pélen que polinizadores generalistas (Harder &
Barrett 1993, Aigner 2001). Além do mais, para que ocorra especializagao floral
em determinado grupo de polinizadores, € necessario que haja grande abundancia
desses visitantes no periodo de floragdo, o que raramente € atingido (Harder &
Barrett 1993, Aigner 2001). Entretanto, para a maioria das espécies heterostilicas,
a auséncia de visitantes florais especialistas € importante fator para aumento da
endogamia e consequente quebra do polimorfismo (Barrett 1989, Barrett et al.
1989, Alves dos Santos 2002, Pérez-Barrales et al. 2006, Hodgins &Barrett

2008, Kissling & Barrett 2013, Santos-Gally et al. 2013).

A espécie tristilica Eichhornia azurea € um bom modelo para entender
variagdes em tratos florais ao longo de um gradiente geografico. Suas flores sao
tubulares e visitadas por diversos insetos (Barrett 1978, Alves dos Santos 2002,
Cunha & Fischer 2009). No entanto, somente abelhas especializadas sdo capazes
de coletar pdlen das anteras curtas, as quais ficam escondidas no tubo floral, e
realizar polinizagc&o entre esses niveis de estruturas (Alves dos Santos & Wittmann
1999, 2000, Alves dos Santos 2002, Alves dos Santos 2003). As abelhas
especialistas em visitar flores de E. azurea pertencem as tribos Emphorini,

Eucerini e Tapinotaspidini, sendo as abelhas do género Ancyloscelis apontadas
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como principais polinizadores (Barrett 1978, Alves dos Santos & Wittmann 1999,
2000, Alves dos Santos 2002). Essas abelhas, em especial A. gigas, possuem
probdscide longa suficiente para recolher néctar e pélen das anteras curtas. Além
disso, sua probdscide é repleta de cerdas que auxiliam na retencao de graos de
polen durante o forrageio. O comportamento especializado maximiza as
polinizagdes por meio do depdsito de polen dos trés niveis de anteras ao longo da
probodscide e corpo (Alves dos Santos & Wittmann 1999, 2000, Alves dos Santos
2002). A auséncia dessas abelhas em populagdes de E. azurea é apontada como
importante fator para quebra do sistema da tristilia. Entretanto, sdo desconhecidos
os fatores que levam a alteracdo da comunidade de visitantes florais e exclusao

dessas abelhas em populagdes de E.azurea.

Neste estudo visei entender as variagdes na hercogamia reciproca das
flores de E. azurea com base na composicao e tratos funcionais dos visitantes
florais. Especificamente este estudo tem como objetivo responder as seguintes
questdes: (/) Como é o comportamento de forrageio dos visitantes florais de E.
azurea no Pantanal? (if) A composigao de visitantes florais de E. azurea com
potencial polinizador varia conforme mosaico de umidade encontrado no
Pantanal? (iii) existe variagao dos tratos funcionais dos visitantes florais ao longo
do mosaico? (iv) a hercogamia reciproca de E. azurea varia conforme as
diferencgas de tratos funcionais e composigéo de visitantes florais ao longo do

gradiente de umidade?
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MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O Pantanal, localizado no centro da América do Sul (15 — 20 ° sul), é caracterizado
pela depressao geoldgica Rio Paraguai; é circundado pelos planaltos de Maracaju-
Campo Grande e Taquari-ltiquira a leste, Guimaréaes e Parecis a norte, Urucum-
Amolar a oeste e Bodoquena a sul (Assine 2003). Representa a maior planicie
alagavel da Terra com cerca de 135.000 km? constituido de area umida (Assine
2003, Silva & Abdon 1998) e 160.000 km? ao todo (Junk & Nunes da Cunha 2005),
com altitude variavel entre 80 e 190 m acima do nivel do mar.

A maior forga estruturadora da paisagem pantaneira € o pulso de inundacgéo
anual, apresenta consideravel variagdo espacial e temporal na planicie alagavel
(Silva & Abdon 1998, Junk & da Silva 1999, Junk 2000, Hammilton 2002). A agua
pluvial é retida na planicie durante os periodos chuvosos causando o alagamento
de extensas areas, e escoa vagarosamente no sentido leste-oeste em dire¢ao ao
Rio Paraguai através de riachos permanentes e temporarios regionalmente
conhecidos como corixos e vazantes, respectivamente. Por outro lado, o rio
Paraguai, o qual também recebe agua de diversos rios tributarios em seu curso,
escoa a agua no sentido norte-sul. A flutuagdo sazonal dos niveis da agua é de 2
a 5 m no rio Paraguai, no entanto, as demais regides do Pantanal geralmente
apresentam menores valores. Estima-se que 90% das aguas que passam pelo
Pantanal retornam a atmosfera, contribuindo significativamente para o equilibrio
regional das aguas e temperatura (Ponce 1995, Hamilton 2002).

O clima da regiao é Tropical (Aw Koppen) com estagdes secas e humidas

bem definidas (maio-outubro e novembro-abril, respectivamente). A precipitagao
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anual varia de 1000-1500 mm, com maior parte das chuvas ocorrendo entre
novembro e margo. Devido a baixa elevagéao e localizagdo no continente a regiao
esta sujeita a penetragao de massas de ar polares durante o inverno, podendo
reduzir drasticamente as temperaturas e causar pequenas geadas (Hamilton
2002).

O Pantanal apresenta grande variedade de sub-regides com distintas
caracteristicas geomorfoldgicas, hidrolégicas e ecoldgicas. O numero de sub-
regiodes e os critérios para sua classificagao sao diferentes entre autores, podendo
levar em consideracao percepcdes tradicionais, limites politicos, caracteristicas
geomorfoldgicas e hidrologicas (EDIBAP 1979, Adamoli 1982, RADAMBRASIL
1982). Neste trabalho seguiremos a nomenclatura proposta por Hamilton et al.
1996 que divide o Pantanal em 10 sub-regides. As sub-regides séo classificadas
de acordo com os maiores rios que fluem através delas, e esses limites refletem
diferengas hidrolégicas e geomorfologicas entre sub-regides (Figura 2.1), o que é
de particular importancia para este estudo. Além do mais, as populagoes
amostradas foram classificadas conforme diferentes duragdes e magnitudes do
pulso de inundagao no Pantanal seguindo a classificagdo proposta por Gongalves
et al. (2011). Quatro categorias de inundacao foram adotadas: baixa magnitude e
curta duracao (baixa e curta), média magnitude e média duragédo (média e média),
média magnitude e longa duragcao (média e longa), e alta magnitude e longa

duracao (alta e longa).
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Figura 2.1. Sub-regides do Pantanal de acordo com Hamilton et al. 1996.



CAPITULO 2 - VARIAGAO DE VISITANES FLORAIS 58

Descricdo da espécie

Eichhornia azurea é uma espécie de macrdfita aquatica perene, rizomatosa,
flutuante fixa no substrato (Pott & Pott 2000). Pode ser encontrada em ambientes
aquaticos das bacias hidrograficas da Amazénia, Paraguai e Parana. (Barrett
1978; Bianchi et al. 2000; Alves dos Santos 2002, Cunha & Fischer 2009, Cunha
et al. 2012). As flores variam de azul a roxa com seis pétalas de bordo fimbriado e
guia de néctar. Visivelmente ftristilicas, cada flor possui trés estames longos e trés
curtos conectados a parte interna do tubo floral e altura do estigma variando
conforme morfotipo floral (Figura 2.2). O numero de flores por inflorescéncia pode
variar (30-120) com as caracteristicas fisico-quimicas da agua e nutrientes (Bueno
2003, Cunha N.L. observagao pessoal). Ao final da floragao, a inflorescéncia
prostra na agua para o desenvolvimento dos frutos (Alves dos Santos 2002,
Cunha & Fischer 2009). No Pantanal E. azurea pode apresentar flores o ano
inteiro em regides com corpos de agua permanente, enquanto em lagoas
efémeras a floragao coincide com aproximadamente a metade do periodo das
chuvas em diante (Cunha N.L. observacao pessoal). Os frutos sdo capsulas que
podem conter mais de 100 sementes (~1-2 mm). As flores sao visitadas por
abelhas solitarias de probdscide longa, moscas e borboletas (Barrett 1978, Alves
dos Santos & Wittmann 2000, Alves dos Santos 2002). Apresenta pronunciada
reproducao clonal, e os niveis de incompatibilidade heteromarfica variam de
compativel (quebra da tristilia, Barrett 1978, Alves dos Santos 2002), a moderada

(Cunha & Fischer 2009) e forte (Bianchi et al. 2000).
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Figura 2.2. Representagédo esquematica da heterostilia em Eichhornia azurea. (1) perianto, (2)
estigma e estilete, (3) primeiro conjunto de trés anteras, (4) segundo conjunto de trés anteras, (5)
ovario. Notar que as estruturas foram descritas para o morfotipo longo, no entanto todas ocorrem
em todos os morfotipos, porém em alturas diferentes. As setas apontam a transferéncia de pdélen
sob polinizagdes legitimas (hercogamia reciproca), qualquer outra combinagao entre pdlen e
estigma resultara em poucas ou nenhuma semente. (6) Visitante floral de longa probdscide, em
posigao que realiza o forrageio em E. azurea. Notar que os graos de pélen podem ser depositados

nas trés alturas de anteras e estigmas ao longo do corpo e probdscide do visitante (Alves dos
Santos 1999).
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Amostragem

Vinte e uma populag¢des de Eichhornia azurea de seis sub-regides do Pantanal
foram amostradas entre o dezembro de 2011 e setembro de 2012 (Figura 2.3).
Dentre estas, 14 populagdes encontravam-se em regides com pulso de inundagao
baixo e curto, trés em médio e longo, e quatro em regiao alto e longo (Tabela 2.1).
Foram amostrados lagoas permanentes, temporarias, “caixas de empréstimo” ao
lado de estradas, “corixos”, “vazantes”, e canais que conectam grandes lagos aos

rios. A distancia entre populagdes variou entre 1 a 450 km (Figura 2.3).

Visitantes florais

Para descrever o comportamento de forrageio dos visitantes florais foram feitas
observagdes em campo para todas as populagdes em flores de todos os
morfotipos florais, complementadas com fotografias. Considerei os visitantes
florais como polinizadores, quando estes eram guiados pelo guia de néctar para
pousarem nas flores e realizavam contato com as anteras e estigmas durante
forrageio. Visitantes florais que pousavam diretamente nas anteras ou lateral da
flora e caminhavam em dire¢ao ao recurso, foram considerados pilhadores. O
esforgco médio foi de trés horas por populagao, no entanto algumas populagdes na
regiao do rio Paraguai foram amostradas por apenas uma hora, e uma populagao
na regidao de Miranda por 12 horas. A captura de visitantes florais de E. azurea foi
realizada de forma qualitativa pelo método de busca ativa utilizando redes

entomoldgicas. O esforgo aplicado foi proporcional a quantidade de visitantes na
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populacédo e numero de morfotipos identificados em campo. Os animais foram
mortos com Acetato de Etila, que promove a projecao da probdscide dos
invertebrados mortos, armazenados individualmente em microtubos, e
congelados. Em laboratério foram alfinetados, etiquetados e identificados por
especialistas até o menor nivel taxondmico possivel (G. Graciolli, R. Olivier, R.
Aranda — UFMS, |. Alves-dos-Santos - USP). As medidas de comprimento da
probodscide, largura e comprimento do corpo dos visitantes florais tomadas com

auxilio de estereomicroscopio Optico e objetiva milimetrada calibrada.
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Figura 2.3. Distribuicdo das 21 popula¢des de Eichhornia azurea amostradas quanto aos visitantes
florais entre 2011 e 2012, Pantanal.
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Tabela 2.1. Tamanho e estruturagdo morfotipica de 21 populagdes de Eichhornia azurea em seis
sub-regides do Pantanal, que variam quanto a magnitude (Baixa, Média ou Alta) e duragao (Curta

ou Longa) do pulso de inundagéo.

Pulso de Inundagao

Sub-regiao Tamanho mlf)s:fr:tti:ri?:a
Populagao
Baixo e Curta
Nabileque
EAZU64 01-25 Trimoérfica
EAZUG5 101-200 Trimoérfica
EAZUG9 201-500 Trimoérfica
EAZUT71 26-50 Monomorfica
EAZU72 26-50 Monomorfica
EAZU73 201-500 Trimoérfica
EAZU74 201-500 Trimoérfica
EAZU75 201-500 Trimoérfica
Aquidauana
EAZU50 201-500 Trimoérfica
EAZU51 101-200 Trimoérfica
EAZU57 101-200 Trimoérfica
Leque Taquari
EAZU48 51-100 Trimoérfica
EAZU59 51-100 Trimoérfica
EAZUG0 51-100 Monomorfica
Meédio e Longo
Aquidauana
EAZU46 51-100 Trimoérfica
EAZU47 51-100 Trimoérfica
Miranda
EAZU23 1000-10000 Trimoérfica
Alto e Longo
Paraguai
EAZU78 1000-10000 Trimoérfica
EAZU81 1000-10000 Trimoérfica
EAZU83 1000-10000 Trimoérfica
Rio Taquari
EAZU86 1000-10000 Trimoérfica

3 6 21 - -
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Analises de dados

Composicao de visitantes florais x pulso de inundacé&o

A dimensionalidade da comunidade de visitantes florais foi reduzida por
meio de Analise de Coordenadas Principais (PCoA). Foi criada matriz de
associacgao, utilizando o indice de Sorensen, a partir da matriz de presenca e
auséncia dos visitantes florais registrados em cada populagéo (unidade amostral),
sendo unicamente utilizados os visitantes potencialmente polinizadores (legitimos
ou ilegitimos), e estes dados submetidos a PCoA. Regresséo linear entre as
distancias originais da matriz (matriz de associagao de Sorensen) e as distancias
finais obtidas pelos “scores” da ordenagao (matriz de associagédo Euclidiana) foi
utilizada para determinar a porcentagem de variancia recuperada pela ordenagao
e entdo determinado quantos eixos foram utilizados para representar a

composicao de espécies.

Calculei valor médio da probdscide para cada populagao (somando o
comprimento médio da probdscide de cada espécie em determinada populagao e
dividindo pelo numero de espécies de visitantes na populagao) (Hurlbert, 1984).
Para testar se a composicao de visitantes florais, representada pelos eixos da
PCoA, é explicada pelos diferentes niveis de inundagao no Pantanal e se difere
quanto ao comprimento da probdscide, utilizei analise de covariancia multivariada
(MANCOVA), adotando a estatistica Pillai-Trace. Grafico de ordenacéo direta da
comunidade de visitantes florais ponderada pelo comprimento médio da
probdscide de cada populacéo foi feito para visualizagao da substituicdo de

espécies entre diferentes pulsos de inundacao.
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Para avaliar se existe relagao da distancia geografica entre populagées com
a composicao de visitantes florais e o comprimento médio da probdscide utilizei
teste de Mantel. Para isso foram gerados vetores de distancia geografica
euclidiana par a par entre populacées, de distancia Sorensen da composi¢ao de
espécies entre populacdes, e de distancia euclidiana do comprimento médio da
probdscide entre cada combinagao par a par de populagdes. A correlacao de
Pearson entre esses vetores foi calculada por meio de 2000 iteragdes, sendo duas
analises distintas: distancia geografica x composicao e distancia geografica

comprimento médio da probdscide.

Tratos funcionais dos visitantes florais x hercogamia reciproca

Apos a identificagdo e medidas dos insetos, cada visitante floral teve o valor médio
dos tratos funcionais estimados independente da populagao, sub-regido ou
intensidade do pulso de inundacgao. Este valor médio foi utilizado para representar
o tamanho dos tratos da respectiva espécie, adotando, dessa forma, um valor
global de trato funcional para o Pantanal. Algumas espécies tiveram individuos
que nao projetaram a probéscide, estes ndo foram utilizados para calcular a média
deste trato, evitando assim desvios artificiais da média. Devido a
multicolinearidade entre os tratos tomados (térax x corpo, r = 0,75; térax
probodscide, r = 0,43, corpo 4 probdscide, r = 0.82), optei por usar somente o
comprimento médio da probdscide como variavel independente nos modelos, por

esta ter maior relagao funcional com a tristilia.
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A reciprocidade hercogamica foi calculada com o programa RECIPRO
(Sanchez et al. 2013), o qual é uma versao atualizada do programa macro
RECIPROCITY (Sanchez et al. 2008) para espécies distilicas. Nesta nova versao
€ possivel calcular a reciprocidade quanto a altura de anteras e estigmas
equivalentes em populagdes de espécies tristilicas. O resultado gerado € um
indice que pode variar de 0 a 1, onde 0 representa populagdes que apresentam o

valor minimo de reciprocidade entre individuos e 1 valor maximo.

A relagao da reciprocidade com o comprimento médio da probdscide dos
visitantes por populagéo entre regides com diferentes intensidades de inundacao
foi analisada com Modelos Generalizados Aditivos para Localizagao de Escala e
Forma (“GAMLSS - Generalized Additive Models for Location Scale and Shape”)
utilizando distribuicao beta-inflacionada (Rigby & Stasinopoulos 2005). Modelos de
regressao beta sao bastante robustos para modelar dados com limites de
amplitude, pois apresentam diversos formatos de distribuicdo de densidade que
variam com os parametros da distribuicdo, permitindo a visualizagao de relagcbées
que seriam obscuras em modelos lineares e correlagdes (Rigby & Stasinopoulos
2005, Ospina & Ferrari 2012). No entanto, dados de proporgao, taxas e indices
incluem valores de Os e 1s que ndao podem ser simplesmente descartados. Neste
caso a distribuicdo beta ndo permite inferéncias probabilisticas, e inclusao de
modelos com 0 e 1 inflacionados aparentam ser ideais para situagdes que a
variavel de interesse é continua e restrita aos intervalos de [0,1), (0,1] ou [0,1] e
esta relacionada a outras variaveis através de uma estrutura de regressao (Ferrari
& Cribari-Neto 2004). Os Os gerados pelos valores de indices podem ser

ocasionados por grandes desvios na propor¢ao de cada morfotipo mensurado
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para o calculo do indice, ou pelo fato de a populagao realmente apresentar baixo
valor de reciprocidade. Nesses modelos a unidade amostral foi a espécie de
visitante floral em cada populagéo (e.g. uma populagao com cinco espécies terao
cinco unidades amostrais com diferentes valores médios de probdscide e unico

valor de reciprocidade).

A comparagao do comprimento médio da probdscide entre categorias de
pulso de inundacao foi realizada por meio de analise de variancia de um fator
(ANOVA), e teste a posteriori de Tukey. Novamente, a unidade amostral foi a

espécie de visitante floral em cada populagdo.

Para auxiliar a compreensao da funcionalidade da comunidade de visitantes
florais, foram feitos graficos de densidade de Kernel para o comprimento da
probdscide entre categorias de pulso de inundacéo. Foram utilizados como
unidades amostrais cada espécie de visitante floral em cada categoria de
intensidade de inundacgao. Para plotar o grafico esse valor médio de probdscide foi
subtraido do comprimento médio do tubo floral das flores de E. azurea no
Pantanal (~ 25 mm), e juntamente foram plotadas linhas verticais correspondentes
aos comprimentos médios dos estigmas e anteras das trés alturas para cada
regido (ver capitulo 3). Esse procedimento teve intuito de simular como seriam as

visitas desses insetos nas flores de E. azurea no Pantanal.

Todas as andlises e graficos foram realizados com a “Unidade de Interface
Grafica R” (R Core Team, 2013), com auxilio dos pacotes “vegan” (Oksanen et al.

2012), “gamlss” (Rigby & Stasinopoulos, 2005), “reshape” (Wickham, 2007), “plyr”
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(Wickham, 2011), “doBy” (Hgjsgaard et al. 2012), “lattice” (Sarkar, 2008) e

“ggplot2” (Wickham, 2009).

RESULTADOS

Observagbes de campo

Muitas espécies de abelhas, moscas, além de algumas vespas visitaram E. azurea
no Pantanal. As visitas foram mais frequentes durante o periodo da manha,
quando as anteras (principalmente as médias e longas) estavam abertas e
bastante atrativas. Entretanto, em diversas regiées foram observadas visitas ao

longo de todo o dia.

No geral, os visitantes florais de E. azurea podem ser divididos em trés
grupos: pilhadores, polinizadores ilegitimos e polinizadores legitimos. Dentre os
pilhadores estao moscas sirfideos, abelhas trigonideas, besouros e gafanhotos
encontrados em todas as populag¢des observadas (Figura 2.4). Os primeiros,
sirfideos, pousavam lentamente nas flores, muitas vezes diretamente nas anteras,
e quase sempre atraidos pelo polen ofertado pelas anteras médias e longas, onde
passavam longos periodos caso nao fossem perturbados por outros visitantes
florais (Figura 2.4 A-C). Também utilizavam as pétalas como area de repouso,
céOrte e limpeza; apresentaram atividade durante todo o dia. Abelhas do género
Trigona (Figura S1 K, morfotipo 8) visitaram as flores ao longo de todo o dia,
geralmente pousavam nas pétalas, tanto dentro quanto fora, e caminhavam até os

recursos (polen e néctar). Besouros e gafanhotos foram unicamente encontrados
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como herbivoros florais, se alimentando de praticamente todas as partes das
flores. Anteras e estigmas comidos foram muito comuns, especialmente nas sub-
regides de Miranda e Aquidauana (intensidade de inundagao de média intensidade
e longa duragédo). Em nenhum momento foi observado algum pilhador entrando

em contato com as estruturas de forma a promover a polinizacdo em E. azurea.
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Figura 2.4. (A-C) Fotografias de Sirfideos visitando flores de E. azurea no Pantanal. Notar que
sempre buscam poélen das anteras médias e curtas, podendo pousar diretamente nestas estruturas

ou no perianto (Fotos: N.L. Cunha).
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Diversas abelhas de probdscide curta e comportamento agressivo foram
classificadas como visitantes ilegitimos. Dentre elas a exotica Apis mellifera
(Figura S1 J, morfotipo 20), além de espécies do género Trigona. Esta abelhas
faziam visitas demoradas, podendo chegar a cerca de 20 segundos em uma unica
flor, além de visitar varias flores dentro da mesma inflorescéncia, potencialmente
promovendo geitonogamia. Quase sempre em busca de pdlen das anteras longas
e médias, e eventualmente transferindo pélen provindo das anteras médias e
longas com estigmas do mesmo nivel, respectivamente. Em todos os locais que A.
melifera foi registrada houve redug¢ao ou completa auséncia de abelhas
oligoléticas de E. azurea. Os visitantes legitimos de E. azurea no Pantanal foram
encontrados principalmente nas sub-regides de Nabileque, NE de Aquidauana e
Leque do Taquari, unicamente em populagdes com intensidade de inundagao de
baixa magnitude e curta duracdo. Ademais, a ocorréncia dessas abelhas
especialistas foi sincronica ao periodo de floracdo da espécie nessas populacdes;
em outras regides com inundagédo de maior magnitude e duragao, E. azurea

apresentou flores ininterruptamente.

As abelhas especialistas foram principalmente compostas por espécies do
género Ancyloscelis (Figura S2 B, G e |, morfotipos 8, 28, 26, respectivamente),
Centris (Figura S2 F, morfotipo 21), além de vespas Sphecidae (Figura 2.5 e 2.6,
Figura S2 J, K e M, morfotipos 32, 33, 35). As Ancyloscelis podem ser
polinizadores efetivos de E. azurea, realizando a transferéncia de polen entre
alturas equivalentes de antera e estigma em todas as populagdes observadas.
S&o atraidas pelo guia de néctar, realizando pouso extremamente rapido (< 1

segundo), assim como duragao da visita por flor (1 a 5 segundos). Visitam poucas
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flores por inflorescéncia, dificilmente mais que quatro, em voos precisos entre
flores e inflorescéncias, pousando diretamente na abertura da corola (Figura 2.5).
Devido a esta enorme agilidade, estas abelhas projetam a probdscide pouco antes
de pousar na flor, ao pousarem ficam na abertura final do tubo floral de E. azurea,
entrando em contato com as anteras e estigmas (Figura 2.5). Comportamentos
antagonisticos foram observados, sendo comuns investidas enérgicas em outros
visitantes florais, muitas vezes coespecificos, de E. azurea. Visitas periddicas a

mesma sequéncia de flores foram registradas. Nao co-ocorreram com A. mellifera.

Figura 2.5. Sequéncia de visita de Ancyloscelis em flor do morfotipo longo de E. azurea.(A-B)
abordagem inicial a flor, notar que a probdscide ja vem projetada para a obtengéo de recursos,(C-
D) pouso no tubo floral, notar o contato com térax nas anteras médias e abdémen com filete, (E)
projegéo do corpo no tubo floral demonstrando a movimentag&o para o obter néctar, (F) posi¢édo de
descanso ou limpeza.
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Outras espécies que realizam a transferéncia legitima de polen entre
morfotipos florais de E. azurea sédo as abelhas do género Centris e da familia
Sphecidae (Figura 2.6). As abelhas Centris apresentam comportamento muito
similar ao encontrado para Ancyloscelis, com visitas rapidas em poucas flores por
inflorescéncia. Realizavam visitas as mesmas flores em cada turno de visitagao,
sendo mais comuns durante as manhas. Abelhas Sphecidae foram encontradas
principalmente na regido do Nabileque e Leque do Taquari. Comportamento
menos agressivo que as Ancyloscelis e Centris, apresentaram voos lentos ao se
aproximarem das flores, momento santes de pousarem ja estdo com a probdscide
projetada posicionada em dire¢ao do tubo floral (Figura 2.6). Visitavam no maximo
duas flores por inflorescéncia, em visitas mais demoradas (2 a 10 segundos) que
as registradas para Ancyloscelis e Centris. Ambos os grupos contatavam as
anteras e estigmas das flores de E. azurea durante as visitas promovendo a

polinizagao legitima.
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Figura 2.6. Fotografias digitais de (A-B) abelhas do género Centris, e (C-G) formas de abordagem
de abelhas Sphecidae em flores do E. azurea no Pantanal. Notar o contato do abdémen e térax

com as anteras e estigmas nas imagens A e G (Fotos: N.L. Cunha).



CAPITULO 2 - VARIAGAO DE VISITANES FLORAIS 75

Trato funcional entre visitantes florais e pulso de inundacéao

O comprimento médio da probdscide foi muito variado entre visitantes florais e
populacdes amostradas. Os visitantes com maiores comprimento de probdscide
foram respectivamente os MORFOTIPOS 26, 33 e 35 (vespas Sphecidae),
enquanto varios nao tiveram a probdscide projetada (Tabela 2.2). O tamanho
médio do comprimento da probdscide por populacao variou de 19,86 a 225,0,
sendo maior nas regides com inundagao Baixa e Curta (sub-regides do Nabileque,

porgcéo nordeste de Aquidauana e Leque do Taquari) (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Comprimento médio da probdscide das diferentes espécies de visitantes florais em

cada populagao e sub-regido do Pantanal.
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Variagdo na composigao de visitantes florais

A comunidade de visitantes florais de E. azurea foi composta de 27 morfotipos de
abelhas e moscas, para estas analises foram removidos herbivoros florais e
visitantes esporadicos. As sub-regides mais ricas foram Nabileque e Aquidauana,
com 11 e 10 espécies registradas, respectivamente. Por outro lado, a regido do
Rio Taquari foi a mais pobre com apenas duas espécies registradas (Tabela 2.2).
As demais regides tiveram riqueza entre 6 e 7 espécies. Quando comparado por
categoria de pulso de inundagao, a maior riqueza de espécies foi encontrada nas
regides com inundagdo de magnitude baixa e duragao curta (19 espécies),
enquanto as populagdes com pulso de inundagao médio e longo (13 espécies), e

alto e longo (6 spp.) tiveram menores riquezas de visitantes florais.

A andlise de coordenadas principais (PCoA) da comunidade de visitantes
florais de E. azurea no Pantanal recuperou 39,8 % da variancia original dos dados
em duas dimensdes. A enorme variagao dos dados se deve a grande diferenga na
composicao entre populacdes e baixo niumero de populagcdes amostradas. Optou-
se por usar somente dois eixos, pois apesar do baixo valor de variancia
recuperada, a adicdo de mais um eixo na analise nao contribuiu significativamente
com o ganho de informacgao (~ 50 %), porém reduziria o poder de visualizagao e
utilizagdo dos eixos em testes inferenciais. A comunidade de visitantes florais de
E. azurea foi explicada pelas categorias de inundagao do Pantanal que por sua
vez esta associada ao comprimento médio da probdscide em cada populagao
(MANCOVA probsscige, F = 10,92, gl = 2, Pillai = 0,577, p = 0,001, MANCOVA puiso de

inundacio, F = 4,661, gl = 6, Pillai = 0,90, p < 0,001) (Figura 2.8). Quando a
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comunidade é ordenada diretamente, ponderada pelo tamanho médio da
probdscide em cada populacéo, é nitido o padrao de substituigdo de espécies

entre diferentes regimes de inundagéo do Pantanal (Figura 2.9).
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Tabela 2.2. Composigéo de visitantes florais de E. azurea, ordenados pelo maior tamanho médio da probdscide, registrados nas regiées com
distintas intensidades de inundagao no Pantanal, com respectivos comprimentos médio da probdscide, erro padrao (EP), desvio padrao (DP) e

valores maximo (Max.) € minimo (Min.).

Intensidade do Pulso de Inundagao

Visitante Comprimento médio .

floral Baixo e Médio e Alto e da pr;obéscide @m) = DP Max. Min. n

Curto Longo Longo

morph35 6 225.00 37.50 91.86 225 0 6
morph33 3 140.00 17.32 30.00 170 110 3
morph26 7 98.14 11.04 29.20 140 65 7
morph28 3 91.67 14.81 25.66 120 70 3
morph19 1 70.00 - - 70 70 1
morph29 4 67.50 520 10.41 80 55 4
morph32 2 64.00 400 566 68 60 2
morph01 3 14 4 63.14 3.50 16.06 95 40 21
morph21 2 2 60.00 5.40 10.80 75 50 4
morph18 2 55.00 5.00 7.07 60 50 2
morph24 1 55.00 - - 55 55 1
morph17 3 54.00 9.71 16.82 67 35 3
morph23 2 45.50 8.50 12.02 54 37 2
morph20 3 5 36.88 1.36 3.83 45 32 8
morph5 3 20.00 5.00 8.66 25 10 3
morph08 6 5 7 18.60 0.87 3.67 28 10 18
morph30 3 15.00 0.00 0.00 15 15 3
morph06 1 1 12.50 2.50 3.54 15 10 2
morph03 2 1 1 5.71 0.27 0.99 7 5 14
morph13 4 4 3.00 049 1.39 3 0 8
morph04 5 0.00 0.00 0.00 0 0 5
morph07 1 0.00 - - 0 0 1
morph15 5 0.00 0.00 0.00 0 0 5
morph16 1 2 0.00 0.00 0.00 0 0 3
morph27 1 0.00 - - 0 0 1
morph31 1 0.00 - - 0 0 1
morph52 1 0.00 - - 0 0 1

Riqueza 19 13 6
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Figura 2.8. Composigao de visitantes florais (PCoA) em populagdes de E. azurea entre as diferentes intensidades de pulso de inundagéo do

Pantanal (esquerda) e tamanho médio da probdscide por populagéo (direita).
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Figura 2.9. Ordenacao direta da comunidade de visitantes florais de E. azurea, capturadas nas 21
populagdes amostradas ao longo dos diferentes regimes de inundagéo no Pantanal, ponderada
pelo tamanho médio da probéscide (mm) de cada populagéo (Fotografias digitais das espécies

aqui apresentadas, sdo encontradas nas Figuras 2.S1 e 2.S2; Fotos: N.L. Cunha).
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A composicéo de visitantes florais de E. azurea é espacialmente auto-
correlacionada (teste de Mantel, r = 0.35, p = 0.001), assim como o comprimento
médio da probdscide nas populagdes (teste de Mantel, r = 0.14, p = 0.045). As
populagdes mais préximas entre si apresentam composig¢ao de visitantes florais
mais similar que populagdes mais distantes geograficamente, assim como o
comprimento médio da probdscide, o qual também é mais parecido em

populagdes espacialmente mais proximas (Figura 2.8, 2.9, 2.10).
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Figura 2.10. Tamanho médio da probdscide em cada populagdo amostrada no Pantanal. Notar
que populagdes nas bordas, limites leste e sul, do Pantanal apresentaram tamanho médio de
probdscide maior que as encontradas nas porgdes ccentro-sul e borda oeste, locais com maiores
intensidades e duragéo do pulso de inundagao.
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Comprimento médio dos visitantes florais e hercogamia reciproca

A reciprocidade entre anteras e estigmas de alturas equivalentes em flores de E.
azurea é explicada pelo comprimento médio da probdscide dos visitantes florais
nas populagdes que ocorrem, que por sua vez esta relacionado com o regime de
inundagao no Pantanal (Tabela 2.3, Figura 2.10 e 2.11). A regido com inundagao
média e longa (sub-regides de Miranda e Aquidauana), apesar do baixo numero
de populacdes amostradas, possuem exclusivamente visitantes florais de
probodscide curta (< 65 um) e populagées com baixa reciprocidade floral. Em
diversas observagdes em outras populagdes na mesma regido (Miranda e
Aquidauana) ao longo de varios anos e distintos periodos, também nao foram
encontrados visitantes florais de longa probdscide (obs. pess.). Por outro lado, as
populagdes com regime de inundagéo alto e longo (sub-regides do Rio Taquari e
Rio Paraguai) também apresentam baixo comprimento médio da probdscide, no
entanto alta reciprocidade. As populagées com maiores comprimentos médios de
probdscide e também maiores valores de reciprocidade foram encontradas em
regides com intensidade de inundagao baixa e curta, como Nabileque, Leque do
Taquari e por¢ao nordeste de Aquidauana. Nestas sub-regiées foram encontrados

visitantes com probdscide curta e longa.
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Tabela 2.3. Resultado do modelo generalizado (GAMLSS) utilizando distribuicao beta inflacionada

da relagao entre reciprocidade com comprimento médio da probdscide e pulso de inundagao no

Pantanal. As linhas em cinza apontam as relagées significativas entre variaveis.

Variavel Estimativa Erro padrao valor de t valor de p

Tamanho

comprimento médio da probéscide  0.00291 0.00146 1.99 0.0521 *
Pulso de Inundagéao

Baixo e Curto 1.1223 0.17517 6.41 7.1008E-08

Médio e Longo -0.64875  0.11804 -5.5 1.6362E-06

Alto e longo 1.82648 0.17997 10.15 2.5400E-13
Coeficientes

Sigma -1.2953 0.1214 -10.6731 4.92E-14

Nu -2.5055 0.5200 -4.8182 1.61E-05

Tau -16.5920 573  -0.0290 9.77E-01




CAPITULO 2 - VARIAGAO DE VISITANES FLORAIS 84

0.95+
—4 OO 8

0851 O O 3

0.75- O OO
20.65- ©O
=
© Intensidade do
E Pulso de Inundagao
'E 0 Baixo & Curto
P 0.45 @ Médio e Longo
g @ Alto e Longo
% 0.354
£

0.25+

0.154

0.00+

50 100 150 200

Comprimento da probédscide (pm)

[

Figura 2.11. Relagao entre o comprimento médio da probdscide e indice de reciprocidade para
populagdes de Eichhornia azurea no Pantanal. Os poligonos indicam grupos formados por
diferentes intensidades de inundagéo. Cada ponto representa uma espécie de visitante floral em

determinada populagao.
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As regides onde foram encontrados os maiores valores meédios de
probdscide — inundacgéo baixa e curta, possuem grande sobreposi¢ao com as trés
alturas de estigma e anteras da tristilica E. azurea (Figura 2.12). Nessas regioes
certamente ocorrem cruzamentos n&o associativos legitimos entre morfotipos
florais. Por outro lado, as populagbes em regides com inundagéo de meédia a alta
magnitude e longa duragao, o comprimento meédio das probdscides aparenta ser
insuficiente para transferir polen das anteras curtas para estigmas longos (Figura
2.12). Apesar de ser uma analise grafica e ndo levar em consideragéo o
comportamento de visitagdo das abelhas, esta abordagem permite especular
sobre a limitagdo no transporte de pdlen em cruzamenos n&o associativos para
essas regides, o qual pode ser reforgada pelo menor valor de reciprocidade

encontrado nas populagdes dessas sub-regides (Figura 2.7).
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Figura 2.12. Distribuicdo de Kernel do comprimento médio da probdscide de cada espécie de
visitante floral entre os diferentes regimes de pulso de inundagéo no Pantanal. As linhas verticais
pretas e vermelhas representam, respectivamente, o comprimento médio das anteras e estigmas
encontrados em cada sub-regido do Pantanal (ver Capitulo 3), ordenados da esquerda para a

direita (estruturas curtas, médias e longas).
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DISCUSSAO

O principal resultado encontrado demonstra que a fauna de visitantes florais de E.
azurea, bem como sua funcionalidade, variam espacialmente entre regides com
distintos regimes de inundagao no Pantanal. Essa variagdo na composi¢ao de
espécies e trato funcional é potencialmente um dos fatores responsaveis pela
reducédo da hercogamia reciproca em regidées com a auséncia de abelhas de
probdscide longa. A relagdo intima entre a presencga de abelhas especialistas e
perfeita funcionalidade da tristilia em E. azurea ja foi anteriormente reportada
(Barrett 1978, Alves dos Santos, 2002). A auséncia de abelhas oligoléticas &
apontada como importante fator para a quebra do sistema da tristilia, levando a
selecao e fixagao de fenodtipo semi-homostilico auto-compativel (Barrett 1978,
Alves dos Santos 2002). Entretanto, no presente estudo, constatou-se a redugao
da hercogamia reciproca em regides onde as comunidades de visitantes florais
ndo apresentavam proboscide longas o suficiente para promover poliniza¢des
legitimas. Provavelmente, as regides onde nao foram encontradas abelhas
oligoléticas estao ocorrendo altos niveis de transferéncia de polen de forma
ilegitima (auto-polinizagao, geitonogamia e polinizagao intra-morfo), conduzindo a
esse cenario caracteristico de depressao endogamica (redugao da hercogamia
reciproca e variagao nos tratos florais) (Baker 1966, Ornduff 1972, Barrett 1988,

1992).

Os resultados indicam que regides com inundagao de baixa magnitude e
curta duracao, apresentam abelhas especialistas de longa probdscide, por outro

lado, as regides com inundagédo de magnitude média a alta e duragao longa a
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comunidade de abelhas € composta por espécies generalistas e de probdscide
curta. A magnitude e imprevisibilidade do pulso de inundagéao aparentam ser
forcas seletivas para a ocorréncia de abelhas especializadas em Pontederiaceae
na regiao central do Pantanal. Algumas hipéteses para auséncia dessas espécies
nessas regides podem ser levantadas. A primeira hipétese seria que a longa
duracédo da inundacgao restrinja a oferta de areas de nidificacéo para essas
abelhas. Estudos sobre a biologia de abelhas especialistas (e.g. Ancyloscelis) em
polinizar flores de Pontederiaceae sdo escassos. Em estudo com abelha do
género no México e Colébmbia, a nidificagao é realizada no solo e encostas de
terra (Michener 1974, Torchio 1974). Com o periddico alagamento da regido, que
muitas vezes é imprevisivel, provavelmente os ninhos sejam alagados
impossibilitando o desenvolvimento dessas abelhas. Por outro lado, nas regides
de borda leste e sul do Pantanal (sub-regiées Nabileque, Leque do Taquari e
por¢ao NE de Aquidauana), a inundagao € muito mais previsivel e de curta
duracgao, permitindo a sincrdnica ocorréncia dessas abelhas com a floracao de E.

azurea.

A segunda hipotese que pode ser levantada para a n&o ocorréncia de
abelhas oligoléticas nas regides com inundagdo de magnitude média e alta e
longa duragéo do Pantanal esta relacionada a grande amplitude de variagdo das
condicdes encontradas. E provavel que os extremos encontrados nessas regides
(periodos de secas e cheias), limitem a capacidade competitiva dessas abelhas
causando deslocamento por abelhas e moscas generalistas e exdéticas

encontradas com frequéncia na regiéo (e.g. Apis mellifera e Trygona sp - Boff
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2003, obs. pess.). Em um ambiente muito instavel e competitivo, interagdes
especializadas sdo mais provaveis de serem extintas (Solé & Montoya 2001,
Memmott et al. 2004, Montoya et al. 2006, Bascompte & Jordano 2007, Aizen et

al. 2008).

A terceira hipétese que pode explicar a auséncia abelhas especialistas nas
regides com maior intensidade de inundagao € a presenca massiva de potenciais
predadores (aves, anuros, odonatas, aranhas entre outros) (Suttle 2003). Apesar
de ndo apresentar grande numero de espécies endémicas, o Pantanal possui
enorme abundancia para todos os grupos de organismos, o que € parcialmente
atribuida a alta produtividade existente durante a inundagao (Harris et al. 2005,
Junk et al. 2006). Estudos com abelhas oligoléticas comparando o
desenvolvimento de ninhos, competicdo com outros visitantes florais, além de
pressao de predacéao sob diferentes regimes de inundagéo sao necessarios para
compreender 0s processos que limitam a ocorréncia de abelhas de probdscide
longa nas regides com inundagado de meédia a alta magnitude e longa duragao no

Pantanal.

Apesar de pouco numero de populagdes amostradas na regido com
inundacado de média magnitude e longa duragao (sub-regido de Miranda e
Aquidauana), durante anos de observagdes nao sistematicas, além de estudos
com abelhas e polinizagdo conduzidos na regiao (Boff 2003), nunca foram
encontradas abelhas especialistas em Pontederiaceae. Nessa regido, a
comunidade de visitantes florais de E. azurea € majoritariamente composta por

abelhas generalistas e sirfideos, o qual potencialmente promovem polinizagdes
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ilegitimas. Este & provavelmente um dos fatores responsaveis pela menor
reciprocidade hercogamica nas flores dessa regido (ver capitulo 3). Por outro lado,
na sub-regido do Paraguai, que apresenta inundagao de alta magnitude e longa
duracgao, nao foram encontradas populagdes com baixa reciprocidade apesar de
também nao terem sido capturadas abelhas especialistas. E provavel que nesta
regido, devido as intensas flutuagdes do nivel d’agua e por receber sementes e
propagulos de praticamente todo o Pantanal, a reprodu¢do sexuada tenha pouca
importancia, ndo havendo pressao seletiva para a quebra do sistema da

heterostilia.

As abelhas do género Ancyloscelis sao os polinizadores mais eficientes de
E. azurea encontrados no Pantanal. Alves dos Santos & Wittmann (2000) e Alves
do Santos (2002) reportaram importancia similar dessa espécie para polinizagdes
legitimas em populagdes de E. azurea no Sudeste e Sul do Brasil. Além disso,
Ancyloscelis gigas € apontada como principal polinizador de E. azurea na
Amazonia (Barrett 1978). A ampla distribuicdo do género aparenta estar associada
a distribuigcdo de espécies das familias de Pontederiaceae e Convolvulaceae
(Alves dos Santos 1999). No entanto, abelhas Centris e Sphecidae também
apresentaram morfologia do corpo e comportamento de forrageio suficiente para a
realizacao de cruzamentos legitimos, ao menos para o transporte de polen entre
as anteras médias e estigmas médios, e anteras longas e estigmas de mesma
altura. Durante as visitas foi possivel verificar contato da cabega e abdémen com
esses tratos florais. O comprimento da probdscide em abelhas Centris nao

aparenta ser o suficiente para atingir as anteras curtas, podendo ser um
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polinizador mais, ou unicamente, eficiente para os morfotipos médio e longo. Por
outro lado, apesar das abelhas Sphecidae apresentarem longa probdscide (as
mais longas entre todos os polinizadores capturados), observagdes em
estereomicroscopio ndo permitiram ver estruturas (cerdas) para a adesao de graos
de polen, como o encontrado em Ancyloscelis (Alves dos Santos 1999, Alves dos
Santos & Wittmann 2000). Em abelhas do género Ancyloscelis, a proboscide longa
€ densamente coberta por cerdas, que sdo extremamente importantes para a
adesao de graos de podlen das anteras curtas e posterior polinizagao de estigmas
curtos (Alves dos Santos 1999, 2002, Alves dos Santos & Wittmann 2000).
Investigagcdes mais detalhadas sdo necessarias para determinar sua respectiva

importancia para a transferéncia de pélen de forma legitima em E. azurea.

O presente estudo aponta que a composicao de visitantes florais bem
como sua funcionalidade em E. azurea varia conforme diferentes intensidade de
inundagao no Pantanal. Apesar de amostragens pontuais, o conhecimento basico
aqui gerado € importante e concordante com variagdes na expressao e quebra da
tristilia em E. azurea no Pantanal, bem como para conhecimento da fauna de

visitantes florais dessa regiao.
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(A) (H)

Figura 2. S1. Espécies de visitantes florais de E. azurea registradas ao longo das 21 populagbes
amostradas. As fotografias estdo ordenadas (A — N) conforme 14 primeiros morfotipos da esquerda

para direita na Figura 2.7. As fotos ndo esta na mesma escala (Fotos: N.L. Cunha).
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(E)

Figura 2. S2. Espécies de visitantes florais de E. azurea registradas ao longo das 21 populagbes
amostradas. As fotografias estdo ordenadas (A — M) conforme décimo quinto a vigésimo terceiro
morfotipo da esquerda para direita na Figura 2.7. As fotos ndo esta na mesma escala (Fotos: N.L.

Cunha).
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CAPITULO 3

FATORES QUE DETERMINAM A VARIAGAO DE TRATOS FLORAIS E
QUEBRA DA TRISTILIA EM EICHHORNIA AZUREA
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RESUMO

Processos ecologicos evolutivos como efeito fundador, deriva genética e selegcao natural
podem conduzir a variagao nas taxas de endogamia em populagbes de espécies de ampla
distribuicdo. Em plantas, variagbes morfolégicas em estruturas reprodutivas de polimorfismos
genéticos como a heterostilia sdo bons modelos para compreender processos que levam a
manutengao ou quebra de sistemas de auto-incompatibilidade. Neste capitulo, uso a espécie
tristilica auto-incompativel Eichhornia azurea para testar hipétese de variagdo na expressao da
heterostilia em uma regido com diferentes intensidades de inundagéo e composi¢ao de
visitantes florais. Trinta e quatro populagbes de E. azurea de quatro categorias de inundagao
tiveram estruturas florais mensuradas e em parte delas os visitantes florais foram amostrados
entre de dezembro de 2011 e setembro de 2012. Populagdes de E. azurea em regido com
inundacédo de média magnitude e longa duracdo apresentaram maior variagcao nas estruturas
reprodutivas e quebra da tristilia. Além do mais, nessas populagbes também nao foram
registrados polinizadores especializados em transferir pélen entre anteras e estigmas de altura
equivalente. Por outro lado, populagdes em regidao com inundagao de baixa magnitude e curta
duracao apresentaram pouca variagdo nas estruturas da flor e a presenca de abelhas
oligoléticas de E. azurea. A variagao nas estruturas florais de E. azurea é explicada por um
conjunto de variaveis, dentre elas a distribuicdo espacial das populacgdes, intensidade de

inundacéo, além da presenga de polinizadores de probdscide longa.

PALAVRAS-CHAVE: abelhas oligoléticas, incompatibilidade heteromérfica, planicie de

alagamento, Pontederiaceae, pulso de inundagéo, variagao floral, variagao intraespecifica.
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ABSTRACT
Ecological and evolutive process such as founder event, genetic drift and natural selection can
lead to variation in selfing taxes in populations with wide distribution. In plants, morphological
variations in reproductive structures of genetic polymorphisms such as heterostyly are good
models to understand process of maintenance and breakdown of self-incompatibility. At this
chapter, | used the tristylous self-incompatible species Eichhornia azurea to test the hypotheses
of variation in the expression of heterostyly in a region with different flood intensity and floral
visitors composition. Thirty four populations of E. azurea in four inundations categories were
sampled for floral measures and some of them for floral visitors between December 2011 and
September 2012. Populations of E. azurea in region with medium magnitude and long duration
showed higher variation in reproductive structures and breakdown of tristyly. In addition, on
these populations were not found specialized pollinators for pollen transfer between anthers and
stigmas of equivalent height. In the other hand, populations located in region with inundation of
low magnitude and short duration presented less variation in floral structures and presence of
oligolectic bees of E. azurea. The variation on floral morphs structures of E. azurea is explained
by a group of variables as spatial distribution of populations and its flood intensity, apart from

pollinators with long proboscides.

KEY-WORDS: flood pulse, floodplain, floral variation, intraspecific variation, heteromorphic

incompatibility, Pontederiaceae, oligolectic bees.
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INTRODUGAO

Embora os efeitos negativos da endogamia sejam bastante conhecidos (Fisher
1930, Muller 1932), a frequente transigao entre a fertilizagdo cruzada
obrigatéria e a auto-fertilizagao tém intrigado cientistas desde ha muito tempo
(Darwin 1878, Fisher 1941, Stebbins 1974). Enquanto a exogamia promove a
variabilidade genética em populagdes e manutengao da heterozigosidade
(Fisher 1930, 1941), a endogamia tem as vantagens da transmissao de dois
conjuntos de genes para a prole (individuos exogamicos somente transmitem
um unico conjunto do material genético), e garantia reprodutiva independente
de vetores especializados para a polinizagao (Lei de Baker — Baker 1967,
Pannel & Barrett 1998). Devido a maior capacidade de transmissao de seu
gendtipo, plantas auto-compativeis podem aumentar rapidamente sua
frequéncia genotipica em populag¢des naturais (Fisher 1941, Lloyd 1979). No
entanto, a reducao da aptidao desses individuos por depressdo endogamica
pode limitar ou inibir a transmissao desses gendtipos (Takebayashi & Morrell,

2001).

Polimorfismos genéticos associados a caracteristicas reprodutivas
podem ser uteis como ferramentas para compreender os processos evolutivos
que moldam o sistema reprodutivo de espécies de plantas, dentre eles a
heterostilia (Barrett et al. 2009). A heterostilia € um polimorfismo genético
incomum em angiospermas onde espécies podem apresentar dois (distilia) ou
trés morfotipos florais (tristilia) que diferem entre si quanto a altura das anteras
e estigmas (Darwin 1878, Charlesworth 1979, Ganders 1979, Barrett 1993).
Este polimorfismo é geralmente acompanhado de caracteristicas auxiliares,

como relagéo proporcional do tamanho dos graos de pdlen e estigma com a
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altura das anteras (e.g. anteras mais altas tem graos de pélen maiores e
estigmas mais altos papilas estigmaticas maiores), e inversamente proporcional
para a quantidade de graos de pdélen (menor em anteras mais altas), além de
incompatibilidade heteromorfica (Ganders 1979, Barrett 1993). A formagao de
frutos e sementes é maior por meio de transferéncia de graos de polen de
altura equivalente ao estigma receptor (hercogamia reciproca). Em espécies
tristilicas é possivel trés combinagdes entre polén e estigma, caracterizadas
como polinizagdes cruzadas legitimas (anteras longas com estigma longo,
anteras médias com estigma médio, anteras curtas com estigma curto). As
demais combinagdes possiveis entre anteras e estigmas de alturas diferentes
(polinizagao cruzada ilegitima, autopolinizagao) resultam em pouca ou
nenhuma semente. A morfologia floral da heterostilia € apontada como um
mecanismo que promove a transferéncia de pdlen de forma precisa entre
anteras e estigmas de altura equivalente mediada por agentes polinizadores
(Darwin 1877, Ganders 1979, Barrett & Glover 1985, Baena-Diaz et al. 2012),
além de evitar as interferéncias entre pdlen e estigma dentro da mesma flor

(Lloyd & Webb, 1992).

A tristilia € mais rara que a distilia dentre as angiospermas, reportada
principalmente para quatro familias n&o relacionadas filogeneticamente —
Amaryllidaceae, Lythraceae, Oxalidaceae e Pontederiaceae. Ha enorme
variagdo na incompatibilidade trimorfica e de caracteristicas auxiliares da
tristilia entre espécies e familias (Barrett 1993, Graham & Barrett 2004). Apesar
da origem polifilética, a heranga da tristilia aparenta ser governada por um par
de loci di-alélicos S e M, com acgao epistatica de S em relagcdo a M. Os

genotipos SSMM, SSMm, SSmm, SsMM, SsMm e Ssmm expressam o
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morfotipo curto, ssMM e ssMm morfotipo mediano, e ssmm morfotipo longo
(Charlesworth 1979, Barrett 1993). A natureza genética da expressao da tristilia
ainda é controversa (Ness 2011), alguns autores apoiam a agao de um
supergene (Ernst 1955, Ornduff 1972, Lewis 1975, Lewis & Jones 1992, Barrett
2002, Barrett & Shore 2008), enquanto outros, na agao pleiotropica de alguns
genes na expressao de varios tratos reprodutivos caracteristicos da tristilia

(Charlesworth 1979, Dulberguer 1992).

A manutencao da tristilia em populagdes auto-incompativeis opera sob
selegao de frequéncia-dependéncia negativa dos morfotipos florais e
cruzamentos indiscriminados entre morfotipos mediados por vetores
especializados (Ganders 1979, Charlesworth 1979, Barrett 1993). Variagdes
nas proporcdes entre morfotipos florais dentro e entre populacdes por
processos estocasticos (flutuagées populacionais naturais, efeito fundador e
gargalo populacional), ou deterministicos (como desempenho diferenciado
entre morfotipos florais, auséncia de polinizadores eficientes e stress
ambiental) podem conduzir a quebra da tristilia por meio da selecéo de fendétipo
auto-compativel conhecido como semi-homostilico, o qual apresenta reducao
do tamanho floral e estames dispostos proximos ao estigma para auto-
fertilizacdo (Baker 1966, Ornduff 1972, Barrett 1988). Variagbes na expresséo
da hercogamia (distancia entre as anteras e estigmas) e de caracteristicas
auxiliares da heterostilia entre morfotipos florais podem ser interpretados como
respostas fenotipicas para evolu¢gdo da endogamia. No entanto, populag¢des de
especies tristilicas podem apresentar processos distintos para a manutencao e

quebra do sistema da heterostilia (Ornduff 1972, Charlesworth 1979, Weller
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1986, Barrett 1988, Eckert et al. 1996, Mat & Lovett-Doust 2005, Colautti et al.

2010, Ness et al. 2010).

Eichhornia (8-9 espécies) € género de ervas palustre estritamente
aquatico pertencente a Pontederiaceae, pequena familia das monocotiledéneas
com cerca de 6-9 géneros e 35-40 espécies (Angiosperm Phylogeny Group
2009). Anadlises baseadas em caracteres morfolégicos (Eckenwalder & Barrett
1986), DNA plastidial (Graham & Barrett 1995) e DNA nuclear (Ness 2011,
Ness et al. 2011), sustentam que o género ndo € monofilético. A tristilia ocorre
em trés espécies (E. azurea, E. crassipes e E. paniculata - Barrett 1988) que
diferem quanto a forma de vida, presenca de reproducao clonal, e distribuicao
geografica. Eichhornia crassipes € aquatica flutuante livre de vida longa, forte
reproducao clonal, com distribuicdo nativa para porcao sul Neotropical, no
entanto amplamente distribuida como exética nas regides tropicais de todo o
mundo (Barrett & Forno 1982). Eichhornia paniculata é aquatica emergente,
anual ou perene de vida curta, ndo apresenta reproducéao clonal, localmente
abundante, porém com distribuicio restrita ao nordeste brasileiro, Cuba,
Jamaica, Nicaragua, e registros esporadicos para Equador e Centro-Oeste
brasileiro (Ness 2011). Por outro lado, Eichhornia azurea é aquatica flutuante
fixa, rizomatosa e perene, possui reprodugéo clonal e ocorre em toda a regiao
Neotropical. A quebra da tristilia ja foi reportada para populacdes das trés
especies, principalmente devido a fatores como auséncia de polinizadores
eficientes, efeito fundador, deriva genética, gargalo populacional e stress
ambiental (Barrett 1977, 1978, Alves do Santos 2002, Barrett et al. 2009). A
maior parte dos estudos que abordam a quebra da tristilia foi realizada com E.

paniculata (Barrett & Husband 1990, Barrett & Harder 1992, Barrett et al. 2009),
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e poucos estudos com E. crassipes (Barrett & Forno 1982) ou E. azurea
(Barrett 1978, Barrett 2000, Alves do Santos 2002, Cunha & Fischer 2009).
Entretanto, nenhum dos estudos buscou compreender quais fatores ecolégicos
podem determinar a evolugdo da endogamia e a quebra da tristilia em E.

azurea em ampla escala geografica.

O objetivo deste capitulo € compreender quais fatores podem determinar
a evolugao da endogamia e a quebra da tristilia em E. azurea. Especificamente
responder: (i) A comunidade de visitantes florais, bem como o tamanho e
comprimento médio do corpo e probdscide, dos visitantes florais em cada
populagao e categorias de inundagédo, explicam as variagdes nos tratos florais
associados a tristilia em E. azurea? (ii) Existe variagdo na hercogamia
reciproca entre populac¢des de E. azurea no Pantanal? (iii) A variagao na
hercogamia reciproca € explicada pelo gradiente de intensidade de inundagao
no Pantanal e tamanho populacional? (iv) Regides que apresentam flores com
variagao nas caracteristicas auxiliares da tristilia € hercogamia também
apresentam flores menores? (v) A variagao nos tratos florais e hercogamia de

E. azurea é explicada espacialmente no Pantanal?

MATERIAIS E METODOS

Local de estudo

O Pantanal, localizado no centro da América do Sul (15— 20 ° sul), é
caracterizado pela depressao geologica Rio Paraguai; € circundado pelos
planaltos de Maracaju-Campo Grande e Taquari-ltiquira a leste, Guimaraes e

Parecis a norte, Urucum-Amolar a oeste e Bodoquena a sul (Assine 2003).
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Representa a maior planicie alagavel da Terra com cerca de 135.000 km?
constituido de area inundavel (Silva & Abdon 1998, Assine 2003) e 160.000
km? ao todo (Junk & Nunes da Cunha 2005), com altitude entre 80 e 190
metros.

A origem das terras umidas e sistema lacustre do Pantanal ocorreram na
transicao entre o Pleistoceno e Holoceno, onde o Pantanal passou por diversas
mudancas climaticas: 40.000 — 8000 anos atras frio e seco, 8000 — 3500 anos
atras quente e umido, 3500 — 1500 anos atras quente e seco, e 1500 —
Presente quente e umido (Ab’Saber 1988; Iriondo & Garcia 1993; Stevaux
2000). A alternancia entre periodos secos e umidos levou a diferentes padrdes
de deposicao de sedimento no Rio Paraguai e seus tributarios, resultando em
um mosaico de distintas formag¢oes geomorfolégicas atualmente cobertas por
varios tipos vegetacionais (Short & Blair, 1986; Jimenez-Rueda et al., 1998). A
formagao do Pantanal foi marcada por altas taxas de extingdo de organismos
aquaticos decorrentes dos extremos periodos secos, havendo varios eventos
de recolonizagao destes organismos provindos da regido baixa do Rio
Paraguai, Cerrado ao entorno, bacia Amazonica e Chaco (Junk & Nunes da
Cunha 2005). E provavel que o pequeno intervalo de tempo desde o ultimo
periodo de extrema seca tenha sido insuficiente para o desenvolvimento de
espécies endémicas, além do mais, é possivel presumir que o papel da
inundagao na imigracao e transporte passivo dos organismos tenha limitado
processos de especiagao por segregacao espacial das populagoes.

Atualmente, a maior forga estruturadora da paisagem pantaneira é o
pulso de inundagao anual, geralmente unimodal, que apresenta consideravel

variagao espacial e temporal na planicie alagavel (Hamilton et al. 1996, Silva &
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Abdon 1998, Junk & Da Silva 1999, Junk 2000, Hamilton 2002, Gongalves et al.
2011). A agua pluvial é retida na planicie durante os periodos chuvosos
causando o alagamento de extensas areas, e escoa vagarosamente no sentido
leste-oeste em diregao ao rio Paraguai através de riachos permanentes e
temporarios, regionalmente conhecidos como corixos e vazantes,
respectivamente. A variagdo sazonal dos niveis da agua € de 2. a 5 m no rio
Paraguai, entretanto, as demais regides do Pantanal geralmente apresentam
valores menores (Ponce 1995, Hamilton et al. 1996, Hamilton 2002).

O clima da regiao ¢é Tropical (Aw de Képpen) com estacdes secas e
umidas bem definidas (maio-outubro e novembro-abril, respectivamente). A
precipitacdo anual varia de 1000-1500 mm, com maior parte das chuvas
ocorrendo entre novembro e margo. Devido a baixa elevagao e localizacdo no
continente a regido esta sujeita a penetragdo de massas de ar polares durante
o inverno, podendo reduzir drasticamente as temperaturas e causar pequenas
geadas (Hamilton et al. 1996, Hamilton 2002).

O Pantanal apresenta grande variedade de sub-regides com distintas
caracteristicas geomorfologicas, hidrolégicas e ecoldgicas. O numero de sub-
regides e os critérios para sua classificagdo sao diferentes entre autores,
podendo levar em consideracao percepcoes tradicionais, limites politicos,
caracteristicas geomorfologicas e hidrolégicas (EDIBAP 1979, Adamoli 1982,
RADAMBRASIL 1982). Neste trabalho seguirei a nomenclatura proposta por
Hamilton et al. (1996), que divide o Pantanal em 10 sub-regides. As sub-
regides sao classificadas de acordo com os maiores rios que fluem através
delas, e esses limites refletem diferengas hidrolégicas e geomorfolégicas entre

sub-regides (Figura 3.1), o que é de particular importancia para este estudo.
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Além do mais, também sera usada a classificagao proposta por Gongalves et
al. (2011) para as diferentes magnitudes e duracdes do pulso de inundagao no

Pantanal.
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Figura 3.1. Sub-regides do Pantanal de acordo com Hamilton et al. 1996.
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Descricdo da espécie

Eichhornia azurea é macrofita aquatica perene, rizomatosa, flutuante fixa no
substrato (Pott & Pott 2000). Pode ser encontrada em ambientes aquaticos das
bacias hidrograficas da Amazdnia, Paraguai e Parana (Barrett 1978; Bianchi et
al. 2000; Alves dos Santos 2002, Cunha & Fischer 2009, Cunha et al. 2012). As
flores variam de azul a roxa com seis pétalas de bordo fimbriado e guia de
néctar (Figura 3.2). Cada flor possui trés estames longos e trés curtos
conectados a parte interna do tubo floral e altura do estigma variando conforme
o comprimento do estilete, o que caracteriza o morfotipo floral (Figura 3.3). O
numero de flores por inflorescéncia pode variar (30-120) com as caracteristicas
fisico-quimicas da agua e nutrientes (Bueno 2003, Cunha N.L. observagao
pessoal). Ao final da floragdo, a inflorescéncia prostra na agua para o
desenvolvimento dos frutos (Alves dos Santos 2002, Cunha & Fischer 2009).
No Pantanal, E. azurea pode apresentar flores ao longo do ano inteiro em
corpos de agua permanente, enquanto em lagoas efémeras a floragao ocorre a
partir da metade do periodo das chuvas (fevereiro) (Cunha N.L. observacgéo
pessoal). Os frutos sdo capsulas que podem conter mais de 100 sementes (~1-
2 mm de compimento). As flores s&o visitadas por diversa gama de moscas,
borboletas e abelhas, no entanto os cruzamentos legitimos sao realizados por
abelhas solitarias de probdscide longa, (Barrett 1978, Alves dos Santos &
Wittmann 2000, Alves dos Santos 2002). Apresenta pronunciada reprodug¢ao
clonal, e os niveis de incompatibilidade heteromérfica variam de compativel
(quebra da tristilia, Barrett 1978, Alves dos Santos 2002), a moderada (Cunha

& Fischer 2009) e forte (Bianchi et al. 2000).
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Figura 3.2. Inflorescéncia do morfotipo longo (A), médio (B) e curto (C) de Eichhornia azurea,
Pantanal. As setas indicam os estiletes longo (L) e médio (M), o estilete curto nao é visivel por

estar no fundo do tubo floral (Fotos:N.L. Cunha).
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Figura 3.3. Representacao esquematica dos morfotipos heterostilicos em Eichhornia azurea.
(1) pétalas, (2) estigma e estilete, (3) primeiro conjunto de trés anteras, (4) segundo conjunto
de trés anteras, (5) ovario. Notar que as estruturas foram descritas para o morfotipo longo, no
entanto todas ocorrem em todos os morfotipos, porém em alturas diferentes. As setas apontam
a transferéncia de pdlen sob polinizagdes legitimas (hercogamia reciproca), qualquer outra

combinacgao entre pdlen e estigma resultara em poucas ou nenhuma semente.
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Amostragem

Trinta e quatro populagdes de Eichhornia azurea de oito sub-regides do
Pantanal e quatro categorias de inundagao (considerando a magnitude e
duracao) foram amostradas entre o periodo de dezembro de 2011 e setembro
de 2012, além de uma populagdo amostrada em novembro de 2007. (Tabela
3.1, Figura 3.4). Foram amostradas lagoas permanentes, temporarias, lagoas
formadas ao longo de estradas devido a escavacgao e uso da terra para
construgéo da estrada (aterro), corixos, vazantes, e canais que conectam
grandes lagos aos rios. A distancia entre populagdes variou entre 1 a 670 km
(Figura 3.4). O tamanho populacional foi determinado a partir de estimativa
visual do numero de rametos e inflorescéncias. Sete categorias foram criadas
baseadas no numero de inflorescéncias na populagao: 1-25; 26-50; 51-100;
101-200; 201-500; 501-1000 e >1000. Morfotipos florais sao facilmente
identificados em campo. Em populagcées com até 200 individuos, foram

verificadas todas as inflorescéncias.

As populagdes também foram classificadas de acordo com a magnitude
e duragdo da inundagdo. Foram criadas quatro grandes categorias baseadas
em conhecimento prévio da regido e informagdes disponiveis na literatura em
relacdo a magnitude e duragao da cheia em cada regido (Gongalves et al.
2011): magnitude baixa de curta duragao (baixa e curta), magnitude média e de
média duragao (média e média), magnitude média e de longa duragao (média e

longa), e magnitude alta de longa duracao (alta e longa)
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Tabela 3.1. Total de populagbes amostradas por sub-regido para a realizacdo de medidas

florais, de pdlen e captura de polinizadores de Eichhornia azurea no Pantanal.

Sub-regiao Dados tomados
N Tamanho EStru“."a Filetes e
Populagéo populacional - Pétalas Pélen Polinizadores
estiletes
Nabileque
EAZU64 1.25 Trimoérfica X X X X
EAZUB5 101-200 Trimoérfica X X X X
EAZUGGA 1.25 Monomorfica X X
EAZUB6C 51-100 Trimoérfica X X X
EAZUG8 101-200 Trimoérfica X X
EAZU70 501-1000 Trimorfica X X X
EAZU73 201-500 Trimoérfica X X X X
EAZU74 201-500 Trimérfica X X X
Aquidauana
EAZU35 51-100 Trimoérfica X X X
EAZU46 51-100 Trimérfica X X X X
EAZU47 51-100 Trimérfica X X X X
EAZU50 201-500 Trimérfica X X X X
EAZU57 101-200 Trimérfica X X X X
Miranda
EAZU23 1000-10000 Trimdfica X X X X
EAZU24 101-200 Trimdfica X X X
EAZU25 101-200 Trimofica X X X
EAZU40 101-200 Trimofica X X X
EAZU42 101-200 Trimofica X X X
EAZU45 101-200 Trimofica X X X
Medalha 201-500 Trimdfica X
Nhecolandia
EAZUO05 501-1000 Dimorfica X
EAZU17 51-100 Trimorfica X X
EAZU32 201-500 Trimoérfica X X X
Leque Taquari
EAZU48 51-100 Trimoérfica X X X X
EAZU58 1.25 Monomorfica X X X
EAZU59 51-100 Trimoérfica X X X X
EAZU60 51-100 Monomérfica X X X
EAZUG2 1.25 Dimorfica X X
Paraguai
EAZU78 1000-10000 Trimoérfica X X X
EAZU79 1000-10000 Trimoérfica X X
EAZU80 1000-10000 Trimoérfica X X
EAZU81 1000-10000 Trimoérfica X X X
Rio Taquari
EAZU86 1000-10000 Trimoérfica X X
Cuiaba
EAZU84 1000-10000 Trimoérfica X X

Total 8 34 - - 34 27 24 16
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Figura 3.4. Distribuicdo das 34 populac¢des de Eichhornia azurea amostradas em novembro de

2007, e entre 2011 e 2012 no Pantanal para morfometria floral.
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Morfometria floral

As medidas florais foram tomadas em campo com auxilio de paquimetro digital
(£ 0,1 mm). Uma flor por inflorescéncia foi amostrada ao azar e realizada onze
medidas nas pétalas, filetes e pistilos. As medidas da altura das anteras e
estigma foram realizadas seguindo a ordem de acesso as estruturas florais,
visando nao comprometer a qualidade dos dados tomados com o0 manuseio
das flores (e.g. as flores do morfotipo longo tiveram o estigma medido
primeiramente, seguido dos conjuntos de anteras, enquanto no médio
primeiramente foram medidas as anteras longas e na sequéncia o estigma e
anteras) (Figura 3.5). Variacdes florais dentro do mesmo individuo s&o pouco
comuns, e no geral uma unica flor é o suficiente para representar as
caracteristicas florais do individuo amostrado. No entanto, algumas anomalias
no mesmo individuo foram encontradas, e também ja reportadas para E.
paniculata (Barrett & Husband 1990), estes casos sao analisados

descritivamente.
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Figura 3.5. Esquema das medidas florais tomadas em flores de Eichhornia azurea no

Pantanal. (1) largura das pétalas, (2) comprimento da flor, (3) largura da abertura do tubo floral,
(4) largura na base do tubo floral, (5) comprimento do pistilo do morfotipo longo, (6), (7) e (8)
comprimentos do primeiro, segundo e terceiro filetes m do morfotipo longo; (9), (10) e (11)
comprimentos do primeiro, segundo e terceiro filetes ¢ do morfotipo longo, (12), (13) e (14)
comprimentos do primeiro, segundo e terceiro filetes / do morfotipo médio, (15) comprimento do
pistilo do morfotipo médio, (16), (17) e (18) comprimentos do primeiro, segundo e terceiro filetes
¢ do morfotipo médio, (19), (20) e (21) comprimentos do primeiro, segundo e terceiro filetes / do
morfotipo curto, (22), (23) e (24) comprimentos do primeiro, segundo e terceiro filetes m do

morfotipo curto, (25) comprimento do pistilo do morfotipo curto.
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Medicdo e contagem dos gréos de polen

As medidas de gréos de polen foram realizadas em 24 populag¢des de cinco
subregides do Pantanal (Tabela 3.1, Figura 3.6). A estimativa do numero de
graos de polen foi realizada com o auxilio de hemocitdmetro (Camara de
Neubauer) e microscopio éptico com aumento de 40x. Anteras fechadas
encontradas em botdes florais em pré-antese foram utilizadas para a contagem
do pdlen. Em observagdes preliminares, nao foi constatado diferencas na
quantidade e tamanho dos graos de pdlen entre anteras abertas em flores e
fechadas em botdes florais. A utilizagdo de botdes assegura que a antera ndo
tenha sofrido perda de gréos de polen por dispersao. Inicialmente, em duas
populagdes (pop 17 e pop 23), foram realizadas contagens e medidas de graos
pdlen em todas as anteras (trés longas e trés curtas) de um mesmo botéo
floral. Ao verificar que nao existem diferencas no tamanho e quantidade de
graos de pdlen entre anteras do mesmo conjunto (Figura 3.S e Figura 3.S),
para individuos das demais populagdes foi adotada a contagem de somente
uma antera por conjunto de anteras, escolhida ao azar. No campo, apos a
realizacao das medidas florais em dado individuo, botdes florais eram
armazenados em microtubo plastico com alcool 70%. Em laboratério uma
antera por conjunto foi retirada com pinga e macerada em microtubo com 0,8
ml de solugao de alcool 70% e surfactante Tween 80. A adi¢do de surfactante
quebra a tensao superficial e promove a homogeneizagao dos gréos de polen
na solugéo. Os microtubos eram agitados em vortex (~15 - 20 segundos) e
retirado 0,1 ml da solugdo com auxilio de micropipeta de precisao. A fracdo da
solucéo foi adicionada no hemocitdmetro para a realizacado da estimativa dos

graos de polen (Maéda 1985).
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A medigao dos graos de podlen foi realizada com auxilio de objetiva
milimetrada. Apds a contagem, cinco graos de polen foram escolhidos para
medi¢cdes do comprimento. A média aritmética do comprimento dos graos de
polen foi utilizada para representar o tamanho do grao de pélen do conjunto de

anteras de determinada altura e morfotipo/individuo.
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Figura 3.6. Distribuicdo das 24 populac¢des de E. azurea amostradas entre 2011 e 2012 no
Pantanal para medigéo e contagem dos gréos de pdlen.
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Visitantes florais

A amostragem de visitantes florais de E. azurea foi realizada de forma
qualitativa pelo método de busca ativa utilizando redes entomoldgicas. O
esforco aplicado foi proporcional a oferta de visitantes na populagéo e numero
de morfotipos identificados em campo. Os visitantes foram mortos com Acetato
de Etila, composto que promove a projecédo da probdscide dos invertebrados
quando mortos, armazenados individualmente em microtubos e congelados.
Em laboratério, os visitantes foram alfinetados, etiquetados e identificados até o
menor nivel taxonémico possivel. O comprimento da probdscide, a largura e o
comprimento do corpo de cada visitante floral foram medidos com

estereomicroscopio optico e objetiva.

Andalises de dados

Medidas florais

As quatro medidas do perianto tiveram sua dimensionalidade reduzida a partir
de analise de componentes principais (PCA), o numero de eixos escolhidos
para representar o tamanho e forma floral foi determinado utilizando o critério
de Kaiser-Guttman, onde somente eixos com variancia acima de 1 sao
utilizados. Em algumas populagdes nao foi possivel mensurar as pétalas das
flores, havendo somente medidas dos estiletes e filetes. Dessa forma, foram
declarados modelos incluindo a forma e tamanho floral, como somente parte
das populagdes amostradas, e modelos excluindo essas informagodes, com
todas as populagdes. Para relacionar o tamanho e forma floral com a

reciprocidade (ver abaixo) foi calculado o valor médio dos “scores” da PCA
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obtidos em cada populagao, e este valor utilizado para representar o tamanho e

forma floral da populacéo.

Visitantes florais

A dimensionalidade dos dados da comunidade de visitantes florais foi reduzida
através de Analise de Coordenadas Principais (PCoA). Foi criada matriz de
associacgao, utilizando o indice de Sorensen, da matriz de presencga e auséncia
dos visitantes florais registrados em cada populacéao, e estes dados submetidos
a PCoA. Regressao linear entre as distancias originais da matriz (matriz de
associagao de Sorensen) e as distancias finais obtidas pelos “scores” da
ordenacéao (matriz de associagao Euclidiana) foi utilizada para determinar a
porcentagem de variancia recuperada pela ordenacgao e entao determinado

quantos eixos foram utilizados para representar a composicao de espécies.

Em cada populagao foi calculado o comprimento e largura média do
térax, e comprimento médio da probdscide de cada espécie de visitante floral.
A partir do valor médio dessas variaveis para cada espécie de visitante em
cada populacéo, foi calculado um valor médio dessas variaveis para a
populacdo, e estes valores utilizados para representar essas variaveis em cada

populacao nos testes inferenciais (Hurlbert 1984).

Testes inferenciais

Inicialmente s&o apresentados padrdes globais, para todas as caracteristicas

florais mensuradas em E. azurea no Pantanal. Para testar as relagcbes das
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variagdes das estruturas florais ao longo do gradiente de inundacao foram
usados Modelos Generalizados Lineares Mistos (GLMM, Pinheiro & Bates,
2000; Zuur et al. 2009), utilizando distribuicdo gaussiana e métodos restritivos
de maxima verossimilhanca (REML). Para a realizacdo dos modelos mistos foi
utilizado o comprimento da estrutura floral como variavel dependente, o tipo de
estrutura floral (anteras ¢, m, | e estiletes C, M, L) interagindo com a
intensidade do pulso de inundagéao, além de tamanho populacional como
variavel independente com efeito fixo, e individuo aninhado a populagdo como
variavel independente com efeito aleatério. A determinagao de variaveis fixas e
aleatérias é baseada, respectivamente, no conhecimento prévio ou ndo da
variavel tomada. Estruturas florais sdo variaveis categéricas que apresentam
certa variacao, no entanto é esperado que, dentro de uma populagao, os
morfotipos curtos sejam menores que os médios, o qual € menor que 0s
longos, assim como para os conjuntos de anteras, portanto atribui-se efeito
fixo. Por outro lado, desconhecemos as variagcdes dentro de cada individuo e
populagao, logo se trata como efeito aleatdrio. Inicialmente foram declarados
modelos mais complexos, os quais foram sucessivamente simplificados através
da remocao das variaveis sem efeito significativo. O melhor modelo foi
escolhido pelo melhor ajuste dos residuos e menores AIC (Critério de
informacéo Akaike) e BIC (Critério de Informagao Bayesiano). Modelos distintos
para diferentes objetivos foram utilizados devido as diferengas no esforgo
amostral (Tabela 3.2), e também para evitar super parametrizagdo dos modelos
devido as limitacbes de tamanho amostral e excesso de variaveis com diversos
niveis fatoriais. Para testar a relagcdo do comprimento das estruturas florais com

pulso de inundagao, tamanho populacional, composicao e tratos funcionais
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médios dos visitantes florais, foram usados os modelos presentes na Tabela
3.2 e 3.3; para testar se o tamanho das flores é explicado pelo morfotipo floral e

pulso de inundacéo, foi utilizando o seguinte modelo:
scores da PCA ~ Estrutrura floral + Morfotipo floral + Pulso de Inundag¢do, Populagées

Sendo o scores da PCA a variavel dependente, Estrutura floral, Morfotipo floral
e Pulso de Inundacéao variaveis independentes de efeito fixo, e Populagdes

variavel independente de efeito aleatdrio.

Comparacoes a posteriori para determinacio das diferencas entre niveis
de cada fator no modelos gerados, foi realizada com analises de comparagdes
multiplas das médias utilizando contrastes especificos de Tukey (Hothorn et al.

2008).
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Tabela 3.2. Selecdo de modelos mistos generalizados para testar a relacdo dos comprimentos das estruturas florais de Eichhornia azurea com intensidade

do pulso de inundagdo e tamanho populacional. O modelo com melhor ajuste esta com realce cinza.

Variavel independente

Modelo Variavel dependente AIC BIC
Efeito fixo Efeito aleatorio
a comprimento (mm) ~ Estrutura floral * Pulso de Inundagdo + tamanho populacional individuo / Populagdo 30774.69 30965.35
b comprimento (mm) ~ Estrutura floral + Pulso de Inundagdo + tamanho populacional individuo / Populagdo  30782.93 30966.78

comprimento (mm)

1

Estrutura floral

*

Pulso de Inundagao

individuo / Populagao

32134.08 32311.12

Tabela 3.3. Sele¢do de modelos mistos generalizados para testar a relagdo dos comprimentos das estruturas florais de Eichhornia azurea com a

comunidade de visitantes florais, além do tamanho e comprimento médio do corpo e probdscide, respectivamente, dos visitantes florais em cada populagao e

sub-regido do Pantanal. O modelo com melhor ajuste esta com realce cinza.

Variavel independente

Modelo Variavel dependente AIC BIC
Efeito fixo Efeito aleatério
a comprimento (mm) Estrutura floral * Pulso de Inundagdo + média probéscide + PCoA1 + PCoA2 Individuo / Populagéo 11431.66 11571.51
c comprimento (mm) Estrutura floral * Pulso de Inundagdo + média probéscide + PCoA1 + PCoA2 Individuo / Populagéo 11431.66 11571.51
b comprimento (mm) Estrutura floral * Pulso de Inundagéo + média corpo  + média probdscide + PCoA1 + PCoA2 Individuo / Populagéo 11432.77 11578.44
d comprimento (mm) Estrutura floral * Pulso de Inundagéo + PCoA1 * PCoA2 Individuo / Populagéo 11442.20 11576.24
e comprimento (mm) Estrutura floral * Pulso de Inundagdo + média probdscide PCoA1 * PCoA2 Individuo / Populagéo 11673.86 11761.32
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Para testar se a variagdo na hercogamia reciproca é explicada pelo
gradiente de intensidade de inundagéo no Pantanal e tamanho populacional,
inicialmente foi calculado o indice de reciprocidade entre morfotipos florais. A
reciprocidade foi calculada com o programa RECIPRO (Sanchez et al. 2013).0
resultado gerado € um indice que pode variar de 0 a 1, onde 0 sdo populagdes
que apresentam o valor minimo de reciprocidade entre individuos e 1 valor

maximo.

A relagéo da reciprocidade com o tamanho populacional e sub-regides do
Pantanal foi analisada com Modelos Generalizados Aditivos para Localizagao
de Escala e Forma (“GAMLSS - Generalized Additive Models for Location Scale
and Shape”) utilizando distribuigdo beta-inflacionada (Rigby & Stasinopoulos
2005). Modelos de regressao beta sao bastante robustos para modelar dados
com limites de amplitude, pois apresentam diversos formatos de distribuicao de
densidade que variam com os parametros da distribuicao, permitindo a
visualizacéo de relacdes que seriam obscuras em modelos lineares e
correlagdes (Rigby & Stasinopoulos 2005, Ospina & Ferrari 2012). No entanto,
dados de proporcao, taxas e indices incluem valores de zero e um que nao
podem ser descartados. Neste caso a distribuicao beta ndo permite inferéncias
probabilisticas, e inclusdo de modelos com 0 e 1 inflacionados aparentam ser
ideais para situacdes que a variavel de interesse é continua e restrita aos
intervalos de [0,1), (0,1] ou [0,1] e esta relacionada a outras variaveis através
de uma estrutura de regresséo (Ferrari & Cribari-Neto 2004). Os 0s gerados
pelos valores de indices podem ser ocasionados por grandes desvios na
proporcao de cada morfotipo mensurado para o calculo do indice, ou pelo fato

de a populagao realmente apresentar baixo valor de reciprocidade.
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Para testar se existe relagao da variagcdo do tamanho dos graos de polen
entre as diferentes alturas de anteras, e se esta variacado é explicada pelo
regime de inundacgao, tamanho populacional, composicao de visitantes florais e
tamanho médio do corpo e comprimento meédio da probdscide dos visitantes
florais em cada populacgao, foram utilizados os modelos da Tabela4. Para testar
se existe relagdo da quantidade de graos de pdlen entre as diferentes alturas
de anteras, e se esta variagcao € explicada pela inundacédo do Pantanal,
tamanho populacional, composic¢ao de visitantes florais e tamanho médio do
corpo e comprimento médio da probdscide dos visitantes florais em cada

populacao, foram utilizados os modelos da Tabela 3.5.

Todas as analises e graficos foram realizados com a “Unidade de
Interface Grafica R” (R Core Team, 2013), com auxilio dos pacotes “vegan”
(Oksanen et al. 2012), “gamliss” (Rigby & Stasinopoulos, 2005), “Ime4” (Bates
et al 2012), “nlme” (Pinheiro et al. 2012), “multcomp” (Hothorn et al. 2008),
“reshape” (Wickham, 2007), “plyr” (Wickham, 2007), “doBy” (Hgjsgaard et al.

2012), “lattice” (Sarkar, 2008) e “ggplot2” (Wickham, 2009).
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Tabela 3.4. Selecdo de modelos mistos generalizados para testar a relagdo do tamanho dos gréos de pdlen entre as diferentes alturas de anteras em flores

de E. azurea com diferentes niveis de pulso de inundagao do Pantanal, tamanho populacional, composicao de visitantes florais e tamanho médio do corpo e

comprimento médio da probdscide dos visitantes florais em cada populacdo. O modelo com melhor ajuste esta com realce cinza.

Variavel independente

Modelo  Variavel dependente EoTto fixo Efoito aleatorio AIC BIC
a tamanho polén ~ Morfotipo floral + Altura da antera * Pulso de Inundagdo + média probdscide + Eixo PCoA 1 + Eixo PCoA 2 Populagéo 3581.31 3633.58
b tamanho polén ~ Morfotipo floral + Altura da antera * Pulso de Inundagéo + média torax + meédia corpo + média proboscide + Eixo PCoA 1 + Eixo PCoA 2 Populagéo 3594.53 3646.81
c tamanho polén ~ Morfotipo floral + Altura da antera * Pulso de Inundagdo + média corpo + média proboscide + Eixo PCoA 1 + Eixo PCoA 2 Populagéo 3597.10 3653.71
d tamanho polén ~ Morfotipo floral + Altura da antera * Pulso de Inundagdo + Tamanho populacional + média torax + média corpo + média probdscide + Eixo PCoA 1 + Eixo PCoA 2 Populagédo 3612.57 3673.51
e tamanho polén ~ Altura da antera * Pulso de Inundagdo + Tamanho populacional + média torax + média corpo + média probdscide + Eixo PCoA 1 + Eixo PCoA 2 Populagédo 3612.57 3673.51

Tabela 3.5. Sele¢do de modelos mistos generalizados para testar a relagdo da quantidade de graos de pdlen entre as diferentes alturas de anteras em flores

de E. azurea com diferentes niveis de pulso de inundagao do Pantanal, tamanho populacional, composicao de visitantes florais e tamanho médio do corpo e

comprimento médio da probdscide dos visitantes florais em cada populacdo. O modelo com melhor ajuste esta com realce cinza.

Variavel independente

Modelo Variével dependente Efeito fixo Efeito aleatorio Alc Bic
a quantidade de pélen ~ ~ Morfotipo floral + Altura da antera * Pulso de Inundagédo + média torax S média corpo + média probdscide + Eixo PCoA 1 + Eixo PCoA 2 Populagédo 11950.52 12015.79
b quantidade de pélen ~ ~ Morfotipo floral + Altura da antera * Pulso de Inundagdo + média probdscide + Eixo PCoA 1 + Eixo PCoA 2 Populagédo 11950.94 12011.88
c quantidade de pdlen ~ Morfotipo floral + Altura da antera * Pulso de Inundagdo + Tamanho populacional + média torax + média corpo + média probdscide + Eixo PCoA 1 + Eixo PCoA 2 Populagéo 11950.98 12020.56
quantidade de polen ~ Morfotipo floral + Altura da antera * Pulso de Inundagédo + média corpo + média proboscide + Eixo PCoA 1 + Eixo PCoA 2 Populagao 11963.8 12024.73
e quantidade de pdlen ~ Altura da antera * Pulso de Inundagédo + Tamanho populacional + média torax + média corpo + média proboscide + Eixo PCoA 1 + Eixo PCoA 2 Populagéo 11989.07 12050.01
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RESULTADOS

Andalises descritivas

Morfometria floral

Foram medidas 961 flores de E. azurea, distribuidas em 343, 298 e 320 dos
morfotipos L, M e C, respectivamente. Agrupando os dados,
independentemente das sub-regides do Pantanal e intensidade do pulso de
inundagao, o comprimento médio (mm) do estilete (desvio padrao) foi 30,95 (+
4,64), 21,59 (+ 2,26) e 12,99 (+ 1,46), para os morfotipos florais L, M e C,
respectivamente (Tabela 3.6). O comprimento médio dos filetes longos, M x | e
C x | (morfotipo x altura da antera), foi respectivamente, 28,98 (4,55) e 29,55
(3,88), enquanto dos médios, L x m e C x m, foi respectivamente 21,10 (2,94) e
20,65 (2,95), e curtos, L x c e M x c, foi respectivamente 11,99 (2,24) e 12,12
(2,11) (Tabela 3.6). Houve correspondéncia entre a altura dos estigmas e a
altura equivalente das anteras, para os valores globais de comprimento das
estruturas reprodutivas de E. azurea no Pantanal. Entretanto, os estiletes sao,
em média, levemente mais compridos que os conjuntos de filetes (0,5 - 1 mm).
O desvio padrao do comprimento dos estiletes e filetes longos é até duas vezes
maior que o encontrado para os estiletes e filetes médios e curtos. Por outro
lado, os estiletes e filetes curtos apresentaram menor variagdo de comprimento
Muitas flores ndo apresentavam clara separagao entre os conjuntos de anteras
e altura do estigma, conferindo a estas flores a condigao de semi-homostilia
(Figura 3.7, Figura 3.8). Em seis individuos foram encontrados flores semi-
homostilicas e flores com clara hercogamia na mesma inflorescéncia. Esses

casos foram raros, e unicamente registrados nas regides de Miranda e
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Aquidauana (populagbes EAZU 23, 25, 46), regides com pulso de inundacao de

meédia intensidade de longa duragao.
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Tabela 3.6. Comprimento médio (mm), desvio padrao (DP), minimo (min.), maximo (max.),

numero de flores (n), e populagdes (pop (n)) dos tratos florais medidos (Morfotipo L: longo, M:

Médio, C: Curto, Estil: Estilete, I: longo, m: médio, c: curto) em Eichhornia azurea em cada

condigao de inundagdo do Pantanal.

Magnitude e duragio  Morfotipo  Estrutura Comprimento (mm)
de Pulso de inundagao floral floral pop (n)
média DP Coef. Var. min. max. n
L Estil 33.09 3.22 0.10 23.26 40.36 95
M I 30.97 3.24 0.10 18.70 40.34 111
C I 31.14 3.08 0.10 23.55 41.90 107
M Estil 22.31  1.59 0.07 16.44 25.72 111
Baixa e Curta L m 22.28 2.54 0.11 16.12 34.67 95 15
Cc m 21.86 224 0.10 14.23 28.21 107
C Estil 13.48 1.21 0.09 10.69 16.50 111
L s 12.72  1.82 0.14 7.89 18.12 95
M s 12.74 1.78 0.14 8.27 21.98 107
L Estil 3295 273 0.08 25.17 38.84 25
M I 30.66 3.07 0.10 23.40 37.00 25
C I 30.03 3.12 0.10 20.39 37.50 28
M Estil 21.19 1.59 0.07 17.60 23.80 25
Média e Média L m 21.81 278 0.13 12,98 27.13 25 3
C m 20.30 3.03 0.15 11.51 28.26 28
C Estil 1295 1.13 0.09 9.88 16.41 28
L s 1240 219 0.18 6.27 18.88 25
M s 11.99 1.92 0.16 8.00 15.86 25
L Estil 28.19 4.84 0.17 10.45 37.67 169
M I 26.09 4.92 0.19 11.50 36.33 124
C I 2714 417 0.15 12.00 36.00 128
M Estil 20.50 2.64 0.13 10.06 24.67 124
Média e Longa L m 19.79 295 0.15 10.11 29.50 169 9
C m 19.12  3.17 0.17 8.61 29.60 128
C Estil 1211 145 0.12 8.50 15.67 128
L s 1112  2.34 0.21 2.50 21.15 169
M s 11.26 2.26 0.20 462 21.86 124
L Estil 34.05 1.50 0.04 31.17 37.46 54
M I 30.91 211 0.07 26.35 35.98 38
C I 31.27 2.09 0.07 26.88 36.21 57
M Estil 23.20 1.18 0.05 20.21 25.44 38
Alta e Longa L m 22.40 1.83 0.08 17.81 27.60 57 6
C m 21.66 2.02 0.09 16.06 27.44 57
C Estil 13.88 1.20 0.09 10.34 15.90 57
L s 13.01  1.60 0.12 9.28 17.00 54
M s 13.11  1.64 0.13 9.58 17.72 38
L Estil 30.95 4.64 0.15 10.45 40.36 343
M | 28.98 4.55 0.16 11.50 40.34 298
C | 29.55 3.88 0.13 12.00 41.90 320
M Estil 21.59 2.26 0.10 10.06 25.72 298
Total L m 21.10 2.94 0.14 10.11 34.67 343 34
C m 20.65 2.95 0.14 8.61 29.60 298
C Estil 1299 1.46 0.11 8.50 16.50 320
L s 11.99 224 0.19 250 21.15 343
M s 1212 2.1 0.17 462 21.98 320
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Longo Médio Curto

40

W
S
1

Comprimento(mm)
8
1

Morfotipos Florais

Figura 3.7. Variagdo na altura dos estigmas e anteras entre os morfotipos florais da espécie
tristilica Eichhornia azurea no Pantanal. Os simbolos quadrados correspondem as alturas dos
estigmas, os em forma de “sinal positivo” ao conjunto de anteras longas, losangos indicam as
alturas das anteras médias, e circulos as anteras curtas. Notar gradiente de cor dentro do
mesmo nivel de altura da antera, o qual corresponde as medidas das alturas das trés anteras
dentro de um mesmo conjunto (e.g. Morfotipo Longo, antera curta1, curta2 e curta3, ver figura
3.3 e 3.5). As flores estdo ranqueadas pela altura do estigma (maior para menor) dentro de
cada morfotipo floral. Importante notar a sobreposicdo das anteras e estigmas em varias flores

em todos os morfotipos florais.
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Figura 3.8. Flores semi-homostilicas registradas nas sub-regides de Miranda, Aquidauana e
Nabileque. E possivel determinar de qual morfotipo floral a semi-homostilia derivou, a partir da
insercao dos filetes no tubo floral. (A) linha de flores semi-homostilicas derivadas do morfotipo
longo, (B) derivadas do morfotipo médio, e (C) derivadas do morfotipo curto. Notar que a altura
do estigma em cada tipo semi-homostilico, pode ficar correspondente aos dois niveis de altura
das anteras(e.g. B flor 1 e flor 3). Setas brancas apontam a localizagdo do estigma e colchetes
o conjunto de anteras o qual é sobreposto. As flores ndo estdo na mesma escala. (Fotos N.L.
Cunha).
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Grande parte dessas flores sem clara separagao entre anteras e
estigmas foi encontrada nas regides de Miranda e Aquidauana, inundacgao de
meédia magnitude e longa duracéo, além de dois casos isolados na regiao do

Nabileque e Nhecolandia (Figura 3.8 e 3.9).

Analisando unicamente as alturas dos estigmas, as populagdes
localizadas em areas com pulso de inundagéo de média magnitude e longa
duragéo (sub-regides de Miranda e porgéo oeste de Aquidauana) apresentaram
menores valores de comprimento médio, sendo o morfotipo longo o que
apresentou maior discrepancia em relagado ao encontrado em populagdes
localizadas em areas sob diferentes intensidades de pulso de inundagao
(morfotipo longo, Miranda 28,19 mm, demais regides 32,95 mm — 34,05 mm)
(Tabela 3.6). Nestas populagdes, os menores valores registrados do
comprimento dos estiletes do morfotipo longo e médio sdo equivalentes ao
encontrado nos morfotipos médios e curto em outras regides (Tabela 3.6,
Figura 3.10). No entanto, os valores maximos encontrados nessas regides sdo
similares ou muito préximos aos reportados para as demais sub-regides
amostradas (Tabela 3.6, Figura 3.10). A enorme variagao nas populagdes
dessas regides pode ser observada pelos maiores coeficientes de variagao,
podendo ser até trés vezes maiores que os encontrado nos demais niveis de

inundacao.

O comprimento médio dos filetes, similarmente ao encontrado para a
altura dos estigmas, foi menor nas populag¢des sob pulso de inundagao de
meédia magnitude e longa duracéao - regides de Miranda e oeste de Aquidauana
(Tabela 3.6, Figura 3.10). As alturas dos filetes longos em populacdes

localizadas sob essas condi¢gdes sdo até 5 mm menores que a média das
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longas encontradas para populagdes com diferentes magnitudes de pulso de
inundaco, e os filetes médios até 3,5 mm menores (Tabela 3.6, Figura 3.10). E
possivel verificar que existe grande dispersao das medidas dessas estruturas
florais, e que grande parte das anteras longas das regides com pulso de
inundacdo médio e longo apresentam comprimento muito proximo ao
encontrado nas anteras médias dessas e outras regides (Figura 3.10). Para o
comprimento dos filetes, com excec¢ao das populagdes de Miranda, a variagao

média entre niveis de altura € menor que a encontrada para estigma (Figura

3.10).
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Figura 3.9. Variagao da altura dos estigmas e anteras de morfotipos florais de Eichhornia azurea entre regides do Pantanal com diferentes intensidades do e
pulso de inundagéo. L, M e C correspondem aos morfotipos Longo, Médio e Curto, respectivamente. Estil = estiletes, s1-3 = comprimento dos filetes curtos,
m1-3 = comprimento dos filetes médios, 11-3 = comprimentos dos filetes longos. Notar a sobreposi¢do das anteras e estigmas em varias flores (circulos
vermelhos e seta), principalmente nas flores de populacées em area com intensidade de Inundagéo de média magnitude e longa duragao (sub-regides de
Aquidauana e Miranda), e casos isolados somente para o morfotipo longo na regido do Nabileque e Nhecolandia (pulso de inundagéo baixa e curta, e média
e média).
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Estil | m 5

Intensidade do
Pulso de Inundagio

£3 Baixa e curta
B3 Médio e Médio
. Medio e Longo
M Atz e Longa

Morfotipos florais

Figura 3.10. Variagao na altura dos estigmas (Estil) e anteras (I, m e s) entre morfotipos florais e popula¢des de Eichhornia azurea em regides do Pantanal
com diferentes magnitudes de Pulso de Inundagéo. As linhas pontilhadas correspondem as médias do comprimento do estilete para cada condigdo de Pulso
de Inundacéo. Notar a maior variagao das médias encontrada no morfotipo Longo e menor no morfotipo Curto, além de menores valores registrados para
populagbes em regides de Pulso de Inundagdo de médio intensidade e longa duragéo.
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As medidas do perianto das flores de E. azurea nao variaram entre
morfotipos florais (Tabela 3.7). O comprimento médio, a largura da base e a
abertura da corola também n&o variaram entre morfotipos florais (Tabela 3.7).
Entretanto, houve variagao de tamanho das flores entre regides do Pantanal.
Assim como encontrado para as estruturas reprodutivas a corola das flores foi
menor nas regides com inundag¢ao de magnitude média e longa duragao (sub-

regides de Miranda e Aquidauana) (Tabela 3.7).

A analise de componentes principais (PCA) utilizando as quatro medidas
das pétalas recuperou 70% da variancia com o primeiro eixo. De acordo com
critério Kaiser-Guttman, somente este eixo foi utilizado para representar o
tamanho e forma da flor, por apresentar autovalores maiores que 1. O eixo
principal apresentou moderada relagdo negativa com as quatro variaveis
(comprimento da flor: r = -0,55, largura das pétalas: r = -0,51, largura da base
da corola: r = -0,43, largura abertura da corola: r = -0,50), no entanto o eixo foi
invertido para apresentagao grafica por tornar o entendimento mais intuitivo
(Figura 3.11). As populagdes com flores menores foram geograficamente
proximas, compreendendo as sub-regides de Aquidauana, Miranda e

Nhecolandia.
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Tabela 3.7. Média, desvio padrdo (DP), minimo e maximo da largura e comprimento das
pétalas, e largura da base e no final da corola (ver Figura 5) entre morfotipos florais de
Eichhornia azurea entre regides do Pantanal com diferentes intensidades de inundagéo, e

agrupando todos os dados (Total).

Perianto M::‘z:ro Intensidade PI média DP Coef. Var. min. max. n Pop (n)
L 469 46 0.097 33.0 56.0 79
M Baixo e Curto 464 56 0121 294 56.4 91 14
C 47.7 41 0.08 358 556 88
L 424 71 0167 27.0 540 25
M Médio e Médio 427 41 0.095 346 51.0 25 3
Compriment C 441 48  0.108 36.1 533 28
o da flor L 376 59 0157 138 493 158
M Médio e Longo 36.4 56 0154 213 463 113 9
C 384 54 0141 195 515 118
L 486 25 0052 443 555 22
M Alto e Longo 47.1 26 0056 43.0 52.1 12 5
C 49.8 35 0070 406 56.5 19
L 41.4 714 0472 138 560 284
] Total 40.6 71 0175 213 564 241 31
c 429 66 0155 195 56.5 253
L 367 42 0114 218 450 79
M Baixo e Curto 372 73 019 3.0 535 91 14
C 376 49 0130 252 492 88
L 339 7.6 0223 21.0 459 25
M Médio e Médio 314 6.6 0211 234 455 25 3
Largura da C 333 63 018 210 471 28
pétala L 276 53 0193 51 411 158
M Médioelongo 274 59 0217 03 392 113 9
C 286 52 0181 140 475 118
L 388 44 0113 311 481 22
M Alto e Longo 354 32 0090 310 417 12 5
C 393 51 0129 314 509 19
L 315 69 0220 51 481 284
M Total 311 77 0247 03 535 241 31
(¢ 328 68 0208 140 509 253
L 34 05 0161 1.8 44 79
M Baixo e Curto 33 05 0141 22 44 91 14
C 33 05 0147 22 43 88
L 29 03 0112 25 35 25
M Médio e Médio 30 05 0167 16 3.8 25 3
Largura da c 30 04 0141 21 37 28
base da
corola L 29 05 018 16 44 158
M Médio e Longo 28 05 0174 12 47 113 9
C 29 05 0176 15 40 118
L 35 04 0111 27 40 22
M Alto e Longo 37 04 0118 3.0 48 12 5
C 37 05 0131 3.0 48 19
L 31 06 018 16 4.4 284
M Total 30 05 0178 12 48 241 31
C 31 06 0179 15 48 253
L 102 1.6 0154 45 135 79
M Baixo e Curto 104 16 0154 44 146 91 14
C 103 1.5 0148 52 143 88
L 93 18 0193 66 136 25
M Médio e Médio 85 16 019 51 118 25 3
Abertura da C 95 14 0146 69 116 28
corola L 75 22 028 22 132 158
v Médio e Longo 79 21 0266 28 135 113 9
C 78 20 025 3.4 144 118
L 86 13 0150 7.1 120 22
v Alto e Longo 82 11 0133 70 104 12 5
C 91 13 0145 71 116 19
L 85 23 0268 22 136 284
M Total 87 22 0248 28 146 241 31
C 89 21 0231 34 144 253
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Figura 3.11. Relag&do do tamanho e forma floral representado pelo componente principal das
variaveis: comprimento e largura das pétalas, e largura na base e abertura da corola (70%
variancia explicada). Todas as variaveis apresentam relagdo negativa com o eixo principal,
porém o eixo foi invertido para auxiliar a interpretacao, logo valores positivos correspondem a
flores maiores. As linhas pontilhadas representam o valor médio do scores da PCA para cada
categoria de pulso de inundagao (em regides com intensidade baixa e curta e alta e longa

estao sobrepostas), independente do morfotipo floral.
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Medidas de pdlen

Agrupando os dados das 24 popula¢gées amostradas em cinco sub-regides do
Pantanal, foi estimado o tamanho e quantidade de gréos de polen em 1215
anteras (L =438, M = 395, C = 382) de 608 individuos distribuidos em 389
anteras de estames longos (/), 408 de estames médios (m) e 418 de estames
curtos (c¢). O tamanho médio do gréo de pdlen das anteras longas, médias e
curtas para o Pantanal foi, respectivamente, Cx/=61,5e M x/=60,5, Cxm =
50,3eLxm=49,8,Lxc=389eMxc=394 (Tabela 3.8, Figura 3.12). Os
maiores graos de polens foram encontrados nas anteras / (84 um), enquanto os
menores nas anteras ¢ (30 um). Dentro da mesma flora, é nitida a diferenca do
tamanho dos gréaos de polen entre niveis de antera, no entanto, o mesmo nivel
de antera n&o difere entre morfotipos florais. (Tabela 3.8, Figura 3.12). O
tamanho do pdlen das anteras / € mais variavel que o encontrado nas me c. O
desvio padrao do tamanho de pélen para essas anteras € 6,7 paraC x /e 8,3
para M x /, sendo praticamente o dobro do encontrado para os gréos de polen
das anteras c (Tabela 3.8, Figura 3.12 A). As flores semi-homostilicas
conservavam parcialmente o tamanho do pdélen da antera que se encontrava
na mesma altura que o estigma. As flores semi-homostilicas derivadas do
morfotipo longo, o polen da antera média alongada apresentava tamanho
similar ao comumente encontrado nas anteras meédias e assim sucessivamente
(média £ desvio padrao; semi-L, m = 51,6 + 3,05, ¢ = 34,2 + 3,95; semi-M, | =

49,8 + 10,99, c =40,1 £4,31; semi-C, | =69.2 £ 0, m = 50 £ 0).
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Tabela 3.8. Estimativa da média, desvio padrédo (DP), coeficiente de variagao (Coef. Var.),
numero de flores e nimero de populagdes para medidas do tamanho e quantidade de graos de
polen entre morfotipos florais de Eichhornia azurea em quatro categorias de intensidade do

pulso de inundacéo do Pantanal.

Tamanho médio do gréo de Numero médio de graos de
Pulsode  Morfotipo Altura da polen (um) pélen por antera (n) nimero ndmero de
Inundagédo floral antera de flores populagdes
média DP Coef. Var. média DP Coef. Var.
Longo m 50.8 4.8 0.094 12706 5595 0.440 25
c 38.7 3.0 0.077 19906 7276 0.366 85
) Médio | 64.1 6.0 0.093 12711 7376 0.580 90
Baixo e Curto c 397 441 0.103 19912 7893  0.39 o1 13
Curto | 63.9 6.5 0.102 11283 5875 0.521 92
m 51.3 3.7 0.072 16489 6988 0.424 90
Longo m 50.7 3.6 0.070 11738 8772 0.747 19
[ 39.2 3.3 0.083 21634 12175 0.563 19
Médio e Médio Médio | 60.6 6.4 0.106 13050 10500 0.805 23 9
c 38.2 2.3 0.059 17384 11539 0.664 23
Curto | 61.1 4.7 0.076 11214 5722 0.510 19
m 51.2 5.2 0.102 16327 14691 0.900 19
Longo m 490 53 0.100 13770 8290 0.602 115
c 39.0 3.7 0.095 17580 10322 0.587 115
o Médio [ 564 9.0 0.159 9585 5787 0.604 83
Médio e Longo c 395 5.0 0.128 15784 9903  0.627 85 2
Curto | 59.0 6.5 0.110 13010 9199 0.707 82
m 49.1 4.5 0.091 18549 11164 0.602 80
Longo m 498 51 0.102 13181 7403 0.562 219
c 38.9 3.4 0.087 18835 9504 0.505 219
Total Médio | 60.5 8.3 0.136 11427 7340 0.642 196 2
c 394 44 0.111 17857 9409 0.527 199
Curto | 61.5 6.7 0.109 12010 7475 0.622 193
m 50.3 4.3 0.086 17345 9860 0.568 189
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Figura 3.12. Tamanho médio (A) e quantidade média estimada de graos de pdlen (B) entre as
diferentes alturas de anteras e morfotipos florais de Eichhornia azurea no Pantanal. As linhas
pontilhadas representam as médias encontradas para cada altura de antera independente do
morfotipo floral
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O resultado global para o Pantanal mostrou grande variacdo de tamanho
e sobreposicao dos graos de pélen entre regides com diferentes intensidades
de pulso de inundagao (Tabela 3.8, Figura 3.13 A). Os graos de pdlen das
anteras de estames / de algumas populag¢des na sub-regido de Miranda,
possuem tamanho similar ao polen das anteras de estames médios de E.
azurea (Figura 3.13 A); populacdes sob o regime de inundagdo Médio e Longo
apresentaram as maiores variagdes de tamanho de graos de pdlen no
Pantanal. Houve grande sobreposicdo de tamanho entre graos de pdlen de
anteras dos estames / e m, e mais raramente o tamanho destas se sobrepunha
com os graos de podlen das anteras dos estames s como encontrado nas
populagdes com inundacdo de média intensidade e longa duracéao (Figura 3.14

A, Figura 3.54).

Diferentemente do encontrado para o tamanho, a estimativa de
quantidade de graos de polen apresenta diferengcas menos expressivas entre
diferentes alturas de anteras (Tabela 3.8, Figura 12 B). A quantidade média de
polen foi similar entre as anteras ¢ dos morfotipos L e M (18.834,6 e 17.856,7,
resp.), e entre anteras / dos morfotipos M e C (11.426,9 e 12.009,7), no entanto
diferiram entre anteras m dos morfotipos L e C (13.180,9 e 17.344,8) (Tabela
3.9). Baseado nos valores médios € evidente a separagdo na quantidade de
graos de polen entre as alturas de anteras dentro do mesmo morfotipo floral,
porém existe bastante sobreposi¢cao entre morfotipos florais, independente da
altura da antera (Tabela 3.8, Figura 3.12 B). Estames / do morfotipo longo, n&o
diferem quanto a quantidade de pdlen dos estames m dos morfotipos médio e
curto, assim como a quantidade de graos das anteras m do morfotipo curto ndo

difere da quantidade encontrada nas anteras m dos morfotipos longo e médio



CAPITULO 3 — VARIAGAO NOS TRATOS FLORAIS 142

(anova, estames, GL = 2, F = 60,8, p < 0000,1; estames * morfotipos, GL = 3, F

= 8,6, p < 0,00001)
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Figura 3.13. Tamanho médio (A) e quantidade média estimada de graos de pdlen (B) entre as

diferentes alturas de anteras e morfotipos florais de Eichhornia azurea nas 24 populacdes

localizadas em regides com trés distintas intensidades e duragdo do pulso de inundagéo no

Pantanal. As linhas pontilhadas representam as médias encontradas para cada altura de antera

em cada condig¢do de inundagédo, independente do morfotipo floral
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Figura 3.14. Densidade Kernel do tamanho médio (A) e quantidade média estimada (B) de
graos de pélen de Eichhornia azurea entre as diferentes alturas de anteras, morfotipos florais e
intensidade do Pulso de Inundagéo no Pantanal. As linhas tracejadas perpendiculares
correspondem as médias do tamanho do grao de pdlen para cada altura de antera, no caso da
quantidade de pdlen as linhas verde, azul e vermelha para as anteras ¢, me /.
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Em todas as alturas de anteras houve grande dispersdo dos dados,
conferindo altos valores de desvio padrao e coeficiente de variagdo, sendo os
maiores encontrados nas alturas com maiores médias de quantidade de graos

de pdlen estimada (Tabela 3.8, Figura 3.13 B).

A quantidade de graos de pdélen dos estames curtos apresentou pouca
variagao entre morfotipos florais e diferentes niveis de pulso de inundagao
(Figura 3.14 B), contudo, as anteras dos estames curtos de populagdes de
pulso de inundagéo Médio e Longo, apresentaram quantidade de pdlen
equivalente ao encontrado nos estames m de E. azurea. Por outro lado, os
estames / e m, além de apresentarem pouca variagao entre regides, tiveram
grande sobreposi¢cado quanto a quantidade e tamanho. A quantidade de pdlen
nos estames m foram levemente superior ao encontrado nos estames / entre os
diferentes niveis de inundacao no Pantanal, porém com distribuicdo de valores
largamente sobreposta (Figura 3.15 B, Figura 3.S5). Em todas as regides, os
estames m do morfotipo curto, apresentaram cerca de 30% a mais de graos de

polens que a mesma antera do morfotipo L (Tabela 3.8).

Hercogamia reciproca entre morfotipos florais

O indice de reciprocidade de altura entre estames e variou de 0, nas regides de
Miranda e Aquidauana, a 0,94 na regiao do Nabileque (Tabela 3.9). O maior
valor médio de reciprocidade por sub-regido (média do indice de reciprocidade
entre as populagdes) foi encontrado nas sub-regides do Paraguai e Cuiaba, e
menores nas regides de Miranda e Aquidauana, onde também foram
registradas maiores variagdes de reciprocidade entre populagdes (Tabela 3.9,

Figura 3.15).
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Tabela 3.9. Valores médios, desvio padrao (DP), coeficiente de variagdo (Coef. Var.), minimo

(min.) e maximo (max.) do indice de reciprocidade por intensidade do pulso de inundagéo e

sub-regido do Pantanal. Os valores totais foram calculados para todas as 31 populagdes

agrupadas.

Intensidade do

Pulso de Sub-regido populagées (n) média DP Coef.Var. min. max.
Inundagao

Nabileque 8 0,88 0,08 0,09 0,67 0,94
Baixa e Curta Aquidauana 2 0,62 0,00 0,00 0,39 0,85
Leque Taquari 2 0,80 0,05 0,07 0,77 0,90
Média e Média Nhecolandia 3 0,83 0,05 0,06 0,75 0,86
Aquidauana 3 0,55 0,00 0,00 0,31 0,78

Média e Longa
Miranda 7 0,48 0,17 0,35 0,00 0,67
Paraguai 4 0,90 0,02 0,02 0,86 0,91
Alta e Longa Rio Taquari 1 0,89 0,00 0,00 0,89 0,89
Cuiaba 1 0,90 0,00 0,00 0,90 0,90
4 8 31 0,66 0,04 0,06 0,00 0,94
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Figura 3.15. Distribuicdo do indice de reciprocidade (Sanchez et al. 2013) entre 31 populag¢des
de Eichhornia azurea de oito sub-regides do Pantanal. Valores proximos a 1 indicam perfeita
reciprocidade entre estigmas e anteras de alturas equivalentes, e valores proximos a 0 o

contrario.
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Testes inferenciais

Morfometria floral

Durante o processo de selecdo dos modelos mistos, foi verificado que a
variavel tamanho populacional ndo tem relagdo com as estruturas florais de E.
azurea e foram excluidas das analises. O resultado dos modelos mistos
generalizados considerando somente as estruturas florais para todas as flores
mensuradas no Pantanal (objetivo i), tendo os diferentes niveis de pulso de
inundagao como efeito aleatorio, aponta diferengas significativas para todas as
estruturas de E. azurea (num GL = 6, dens GL = 5739, F = 27744,102, p <
0,0001; Estrutura * Pulso de Inundacéo - num GL = 15, dens GL = 5739, F =
41,242, p < 0,0001) (Tabela 3.11). A comparag&o multipla usando contrastes
especificos apontou diferencas para todas as combinacdes entre estiletes e
filetes de posigdes diferentes (p < 0,0001 para todas as combinagdes, menos
entre C — ¢, p = 0,005), exceto entre a altura do estigma M e os estames m (p =
0,74). No entanto a diferenga média entre a altura de estigmas e anteras de
niveis equivalentes foi minima (~ 0,5 mm) e biologicamente a espécie &
claramente tristilica apresentando hercogamia reciproca, porém com enorme

variagao das estruturas entre populagoes.

Houve efeito da intensidade e duracio do pulso de inundacédo no
Pantanal sobre o tamanho das estruturas florais de E. azurea (num GL = 3,
dens GL =958, F = 130.876, p < 0,0001;) (Tabela 3.11). A anélise de
contrastes multiplos aponta que as diferencas nas estruturas ocorrem
unicamente entre as populagdes de pulso de inundagao Médio e Longo com as

demais regides (p < 0,0005). (Tabela 3.11).
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A interacao entre intensidade de Pulso de Inundagao e estrutura floral
apresentou efeito no comprimento das estruturas (num GL = 15, dens. GL =
6666, F = 27.695, p < 0.0001) (Tabela 3.10). Flores sob condi¢des de pulso de
inundacao de média intensidade e longa duragédo apresentaram maior variagao
de tamanho que o encontrado em outros regimes de inundacéo. Condigdes de
pulso de inundacado Médio e Longo apresentaram flores com estames e
estiletes mais compridos que sob outras condi¢gdes de inundagao. As estruturas
reprodutivas das flores de E. azurea foram menores e com maior variagao de
tamanho em regidées com pulso de inundagao Médio e Longo que em regides
com outros regimes de inundacéo. (Figura 3.9 e 3.10). Contrastes especificos
comparando a interagao entre estrutura floral e pulso de inundagéao geraram
276 comparagdes par a par, o resultado aponta que, no geral, as estruturas
florais da regidao com pulso de inundagao Médio e Longo sdo menores que 0

encontrado nas demais regides do Pantanal.
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Tabela 3.10. Resultado do modelo misto generalizado (GLMM) testando os comprimentos das

estruturas florais de E. azurea entre populagbes com diferentes regimes de inundagdo no

Pantanal. L, M, C, |, m e c, correspondem as alturas dos estigmas longos, médios e curtos, e

anteras dos filetes longos, médios e curtos, respectivamente.

Variaveis Valor Erro padrio gl Valor-T valor de p

Estrutura

I 31.10 0.32 6666 98.14 0.0000 *****

L 33.00 0.40 6666 81.76 0.0000 *****

m 22.03 0.32 6666 69.06 0.0000 *****

M 22.36 0.39 6666 57.29 0.0000 ***+

c 12.72 0.32 6666 39.94 0.0000 *****

c 13.51 0.39 6666 34.43 0.0000 ****+
Pulso de Inundagao

Médio Médio -0.65 0.76 31.00 -0.85 0.3993

Médio Longo -4.14 0.49 31.00 -8.47 0.0000 *****

Alta e Longo 0.07 0.58 31.00 0.12 0.9058
Estrutura * Pulso de inundagao

L * Médio Médio 0.49 0.63 6666 0.78 0.4377

m * Médio Médio -0.63 0.33 6666 -1.92 0.0553 .

M * Médio Médio -0.81 0.62 6666 -1.30 0.1944

c * Médio Médio -0.33 0.33 6666 -1.01 0.3136

C * Médio Médio -0.05 0.60 6666 -0.09 0.9291

L * Médio e Longo 0.03 0.36 6666 0.09 0.9266

m * Médio e Longo 2.08 0.20 6666 10.52 0.0000 *****

M * Médio e Longo 2.52 0.37 6666 6.81 0.0000 *****

c * Médio e Longo 3.03 0.20 6666 15.44 0.0000 *****

C * Médio e Longo 3.05 0.37 6666 8.24 0.0000 *****

L * Alto e Longo 0.98 0.48 6666 2.03 0.0424 *

m * Alto e Longo -0.06 0.26 6666 -0.22 0.8284

M * Alto e Longo 0.79 0.53 6666 1.50 0.1347

c * Altoe Longo 0.28 0.27 6666 1.04 0.2979

C * Alto e Longo 0.36 0.47 6666 0.76 0.4479
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A comunidade de potenciais visitantes florais de E. azurea foi composta
de 27 morfotipos de abelhas e moscas. As sub-regides mais ricas foram
Nabileque e Aquidauana, com 11 e 10 espécies registradas, respectivamente.
Por outro lado, a regido do Rio Taquari foi a mais pobre com apenas duas
espécies registradas (Tabela 2.2). As demais regides tiveram riqueza entre 6 e
7 espécies. Quando comparado por categoria de pulso de inundagao, a maior
riqueza de espécies foi encontrada nas regides com inundacao de baixa
intensidade e curta duragao (19 espécies), seguido pelas populagbes com

pulso de inundacao Médio e Longo (13 espécies), e Alto e Longo (6 spp.)

A analise de coordenadas principais (PCoA) recuperou 40 % da variagao
da comunidade de visitantes florais de E. azurea em duas dimensdes. A
comunidade de visitantes florais representada pelas duas coordenadas
principais, o comprimento médio da probdscide dos visitantes florais em cada
populacao, além de regides com distintos pulos de inundag¢ao explicam as
variagdes no tamanho das estruturas florais de E. azurea no Pantanal
(estrutura floral, num GL = 6, dens GL = 2102, F = 14.027,268, p < 0,0001;
Pulso de Inundagéo, num GL = 2, dens GL = 407, F = 132,070, p < 0,0001;
comprimento médio da probdscide, num GL = 1, dens GL =407, F = 5,554, p <
0,0189; PCoA 1, num GL =1, dens GL = 407, F = 2,139, p = 0,1443; PCoA 2,
num GL =1, dens GL =407, F = 36,607, p < 0,0001; estrutura * Pulso de
Inundacéo, num GL = 10, dens GL = 2102, F = 28,467, p < 0.0001; PCoA 1*
PCoA 2, num GL =1, dens GL =406, F = 1,850, p = 0,1745) (Tabela 3.11) (ver
capitulo 2, Tabela 2.2, Figura 2.8 e 2.9). Como no modelo anterior, a estimativa
dos parametros mostra clara variacao entre altura das estruturas florais, Pulso

de Inundacao, e interacéo entre esses fatores. A composigao de visitantes
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florais da regidao de pulso de inundagcao Médio e Longo ¢é distinta da encontrada
nas regides de pulso de inundagao Baixo e Curto e Alto e Longo. Além de
distinta apresentam menores valores de comprimento médio da probdscide

(Tabela 3.11, Tabela 2.2, Figura 2.9).
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Tabela 3.11. Resultado do modelo misto generalizado (GLMM) testando os comprimentos das
estruturas florais de E. azurea com a comunidade de visitantes florais, comprimento médio da
probdscide dos visitantes florais em cada populagéo, além de Pulso de Inundagéo do Pantanal.

Variaveis Valor Erro padrao al Valor-T valor de p

Estrutura

I 31.32 0.36 2102 87.81 0.0000

L 33.35 0.43 2102 77.10 0.0000  ***

m 21.82 0.36 2102 60.20 0.0000

M 22.48 0.42 2102 53.33 0.0000

c 12.27 0.36 2102 34.17 0.0000

c 13.36 0.42 2102 31.74 0.0000
Pulso de Inundacao

Médio e Longo -1.63 0.65 407 -2.52 0.0122 ™

Alto e Longo 3.98 0.69 407 5.77 0.0000 bl
Polinizadores

Comprimento médio da probéscide -0.03 0.01 407 -4.58 0.0000  *x*x

Eixo 1 - PCoA 5.79 0.89 407 6.50 0.0000  *=

Eixo 2 - PCoA -5.30 0.64 407 -8.33 0.0000  *=
Estrutura * Pulso de Inundacao

L * Médio e Longo -1.07 0.53 2102 -2.02 0.0431 *

m * Médio e Longo 2.22 0.33 2102 6.62 0.0000  **=*x

M * Médio e Longo 3.53 0.65 2102 5.43 0.0000  **=*=

¢ * Médio e Longo 4.10 0.34 2102 12.18 0.0000  ****

C * Médio e Longo 4.26 0.63 2102 6.78 0.0000  ***x

L * Alto e Longo 0.54 0.55 2102 0.98 0.3255

m * Alto e Longo -0.15 0.29 2102 -0.50 0.6140

M * Alto e Longo 0.46 0.67 2102 0.69 0.4899

c * Alto e Longo 0.13 0.33 2102 0.39 0.6985

C * Alto e Longo 0.27 0.47 2102 0.57 0.5716
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O tamanho floral (resumido por PCA) é explicado pelos morfotipos florais
e Pulso de Inundacao (morfotipos florais, num GL = 3, dens GL = 5224, F =
25.13453, p < 0,0001; Pulso de Inundagao, num GL=3,dens GL=1,F =
127.51503, p < 0,065, Morfotipo floral * Pulso de Inundagao, num GL = 6, dens
GL =5224, F = 2,92913, p < 0,0075) (Tabela 3.12). No entanto, apesar do
modelo apontar diferengca do tamanho do perianto entre morfotipos florais, ao
testar comparacgdes por meio de contrastes especificos ndo sdo detectadas
diferencas significativas; por outro lado, as flores da regido com pulso de
inundacgao de intensidade média e longa duragao apresentaram no geral flores
menores que as demais regides amostradas (p < 0,0001) (Figura 3.11 e Tabela

3.12).
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Tabela 3.12. Resultado do modelo misto generalizado (GLMM) testando o tamanho do perianto
floral, representado pelo principal eixo da PCA (70% de variancia explicada), entre morfotipos
florais e populagdes com diferentes regimes de inundagao.

Variaveis Valor Erro padrao gl Valor-T valor de p
Morfotipo floral
L -1.32 0.1 5224 -12.07 0.0000 R
M -1.24 0.11 5224 -11.14 0.0000 Rk
C -1.37 0.11 5224 -12.75 0.0000 ek

Pulso de Inundagao

Médio Médio 1.30 0.17 1 7.84 0.0807
Médio Longo 2.42 0.15 1 16.17 0.0393  *
Alto e Longo 0.02 0.18 1 0.11 0.9277

Morfotipo floral * Pulso de Inundagao

M * Médio Médio 0.21 0.15 5224 1.47 0.1420
S * Médio Médio 0.06 0.14 5224 0.46 0.6448
M * Médio Longo -0.10 0.10 5224 -0.94 0.3464
S * Médio Longo -0.20 0.10 5224 -2.09 0.0367 *
M * Alto e Longo 0.23 0.19 5224 1.19 0.2342
S * Alto e Longo -0.37 0.17 5224 -2.19 0.0286  *
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Medidas de pdlen

O tamanho dos gréos de polen diferiu entre os estames longos, médios e
curtos (num DF = 3, den DF =600, F = 29973,2, p < 0,001) (Figura 3.12 A),
entre regides com distintos regimes de inundagao (num DF = 2, den DF = 600,
F = 28,630, p <0,001), e ainteragdo entre comprimento dos estames e pulso
de inundagéo (num DF =4, den DF =600, F = 19,337, p < 0,001) (Tabela
3.13). Os contrastes especificos apontam diferencas entre todas as
combinagdes de alturas de anteras, bem como pulso de inundacgao. Noutro
modelo, o tamanho médio da probdscide, e composicéo de visitantes florais
(PCoA 1 e 2) ndo explicam a variagdo no tamanho dos graos de pdlen de E.

azurea (Tabela 3.14).
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Tabela 3.13. Resultado do modelo misto generalizado (GLMM) testando o tamanho dos graos
de podlen entre as diferentes alturas de anteras em flores de E. azurea e diferentes regimes de
inundacao no Pantanal.

Variaveis Valor Erro padrao gl Valor-T valor de p
Estrutura

I 63.92 0.39 600 165.36 0.0000 *****

m 51.12 0.39 600 129.94 0.0000 *****

c 39.26 0.39 600 99.95 0.0000 *****

Pulso de Inundagéao
Médio e Médio -3.08 0.89 407 -3.45 0.0006 *
Médio e Longo -6.20 0.56 407 -11.08 0.0000 *

Estrutura * Subregiao

m * Médio e Médio 2.81 1.19 600 235 0.019 *
c * Médio e Médio 2.51 1.16 600 216 0.031 *
m * Médio e Longo 4.00 0.72 600 5.54 0.000 ****

¢ * Médio e Longo 6.20 0.72 600 8.61 0.000 ****
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Tabela 3.14. Resultado do modelo misto generalizado (GLMM) testando o tamanho dos graos
de pdlen entre as diferentes alturas de anteras em flores de E. azurea, diferentes regimes de
inundacao no Pantanal, composigéo de visitantes florais e comprimento médio da probdscide
dos visitantes florais em cada populagéo.

Variaveis Valor Erro padrao gl Valor-T valor de p
Anteras
| 66.53 1.70 571 39.22  0.0000 =**=*=x
m 53.23 1.74 571 30.58 0.0000Q **x**
c 41.75 1.71 571 24.43  0.0000 *****

Pulso de Inundagao
Médio e Longo -10.93 3.01 7 -3.62 0.0085 ~

Polinizadores

Comprimento médio da proboscide -0.01 0.03 7 -0.27  0.7968
Eixo 1 - PCoA 4.74 4.41 7 -1.08  0.3178
Eixo 2 - PCoA -0.14 2.66 7 -0.05  0.9600

Estrutura * Subregido
m * Médio e Longo 5.28 1.08 571 490 0.0000 *

c * Médio e Longo 6.65 1.07 571 6.23 0.0000 *
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Por outro lado, a quantidade de graos de pdlen foi inversamente
proporcional a altura, anteras longas apresentaram menor quantidade de graos
de pdlen e anteras curtas maiores valores (Figura 3.13, num DF = 3, den DF =
1185, F = 202,655, p < 0,001), porém nao ha diferengas entre diferentes
intensidades de Pulso de Inundacéo (num DF = 2, den DF =22, F = 0,356, p =
0,7042); mas ha na interagao entre esses fatores (numDF = 4, denDF = 600, F
= 2,92, p =0,02) (Tabela 3.15, Figura 3.13 B, Figura 3.14 B). As diferencas
ocorreram unicamente entre estames de niveis diferentes entre regimes de
inundacao (e.g. estames ¢ de pulso de inundagao Alto e Curto com estames |
de pulso de inundagao Médio e Longo). Também nao ha relagado da quantidade
de graos de pdlen com tamanho médio da probdscide e visitantes florais
(probdscide média, numDF =1, denDF =7, F = 1,682, p = 0,2357; PCoA 1,
numDF =1, denDF =7, F = 0,0886, p = 0,7746; PCoA 2, numDF =1, denDF =

2, F =1,793, p = 0,127) (Tabela 3.16).



CAPITULO 3 — VARIAGAO NOS TRATOS FLORAIS

160

Tabela 3.15. Resultado do modelo misto generalizado (GLMM) testando a variagédo de
tamanho dos graos de pdlen entre as diferentes alturas de estames em flores de E. azurea com

Pulso de inundacao no Pantanal.

Variaveis Valor Erro padrao gl Valor-T valor de p

Altura de Antera

| 11724.57 628.08 600 18.67 0.0000 *****

m 14774.06 639.00 600 23.12 0.0000Q ****=*

c 20067.57 638.05 600 31.45 0.0000 *****
Pulso de Inundagao

Médio e Médio 500.18 1449.52 407 0.35 0.7302

Médio e Longo -624.60 908.89 407 -0.69 0.4923
Altura de Antera * Pulso de Inundagao

m* Medio e Médio -1409.33 1916.63 600 -0.74 0.462

¢ * Médio e Médio -1114.62 1863.27 600 -0.60 0.550

m * Médio e Longo 1298.06 1160.01 600 1.12 0.264

¢ * Médio e Longo -2212.55 1156.78 600 -1.91 0.056
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Tabela 3.16. Resultado do modelo misto generalizado (GLMM) testando a variagédo da
quantidade de graos de pdlen entre as diferentes alturas de estames em flores de E. azurea
com Pulso de inundacao no Pantanal.

Variaveis Valor  Erro padrao gl Valor-T valor de p

Altura da Antera

I 16407.81 3637.62 571 4.51 0.0000 ****

m 18723.38 3685.81 571 5.08 0.0000 ***=*

c 24203.45 3651.05 571 6.63 0.0000 ****
Pulso de Inundacédo

Médio e Longo -2737.95 6532.26 7 -0.42 0.6877
Polinizadores

Comprimento médio da probodscide -121.30 67.61 7 -1.79 0.116

Eixo 1 - PCoA 3930.95 9659.93 7 0.41 0.696

Eixo 2 - PCoA -7587.93 5801.56 7 -1.31  0.232

Altura da Antera * Pulso de Inundagao
m * Médio e Longo 1740.71 1590.52 571 1.09 0.274
¢ * Médio e Longo -1391.29 1573.60 571 -0.88 0.377
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Hercogamia reciproca entre morfotipos florais

A reciprocidade floral é diferente entre Pulsos de Inundagcédo no Pantanal,
porém, nao esta relacionada ao tamanho populacional e dos periantos de E.
azurea (Tabela 3.17, Figura 3.16). Populagbes em regides com pulso de
inundacao Médio e Longo apresentaram grande dispersao de valores de

reciprocidade (Tabela 3.17, Figura 3.16).
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Figura 3.17. Relagéo do indice de reciprocidade entre os trés morfotipos florais de E. azurea,
com o tamanho floral (PCA 1, 70%), tamanho populacional e Pulso de Inundagéo.
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Tabela 3.17. Resultado de modelo geral linearizado com distribuicdo beta inflacionada testando
a relagao entre o indice de reciprocidade com tamanho populacional, tamanho floral e Pulso de
Inundagéo no Pantanal.

Variavel Estimativa Erro padrao valor de t valor de p
Tamanho
log (tamanho populacional) -0.0001 0.0001 -1.0143 0.3210
PCA 1 0.1754 0.1869 0.9386 0.3577

Pulso de Inundacao

Baixo e Curto 1.8080 0.3355 5.3897 0.0000 ****
Médio e Médio 1.3460 0.3175 4.2388 0.0003 ****
Médio e Longo 0.0101 0.2615 0.0387 0.9695

Alto e Longo 2.7480 0.7961 3.4521 0.0022 ***

Coeficientes
Sigma -1.0020 0.1593 -6.2870 0.0000
Nu -3.3320 1.0180 -3.2740 0.0028
Tau -15.6100 281 -0.0555 0.9562
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DISCUSSAO

O resultado global demonstra que Eichhornia azurea é claramente tristilica no
Pantanal, havendo hercogamia reciproca para os trés niveis de altura das
estruturas florais. No entanto, o comprimento das estruturas florais nao é
constante e apresenta enorme variacao dentro de uma populagao e entre
populagdes, reduzindo a hercogamia reciproca. Essa variagao é explicada por
um conjunto de variaveis, dentre elas a distribuicdo espacial das populagdes e
intensidade da inundacgao, além da oferta de polinizadores de longa

probdscide.

Variagdes florais e fixagdo de variante auto-compativel (quebra do da
tristilia) em Eichhornia azurea é conhecida para popula¢des na Costa Rica e no
sudeste do Brasil, entretanto esses estudos apontaram unicamente a quebra
do sistema para flores do morfotipo mediano (Barrett 1978, Alves do Santos
2002), ao passo que no Pantanal a quebra ocorre a partir de flores dos trés
morfotipos. A semi-homostilia em flores de E. azurea no Pantanal, pode ocorrer
nas mais diversas combinagdes da altura dos estigmas e conjunto de anteras,
e n&o somente através do alongamento das anteras curtas. Em espécies
tristilicas, a quebra do sistema ocorre com maior frequéncia em flores do
morfotipo mediano, por meio do alongamento dos filetes curtos até atingirem
altura equivalente ao estigma (Seburn et al. 1990, Richards et al. 1992), porém
casos isolados para o morfotipo longo de E. paniculata na Nicaragua e México
ja foram reportados (Barrett 1996, Vallejo-Marin & Barrett 2009). Embora essas
formas variantes ocorram para todos os morfotipos florais de E. azurea no
Pantanal, flores do morfotipo médio apresentam variagdo com maior

frequéncia.
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Regides com menores comprimentos médios de probdscide (pulso de
inundacao Médio e Longo e Alto e Longo) apresentaram os menores
comprimentos médios de estruturas florais de E. azurea e maior variagao de
tamanho dentre elas, ao passo que as regides com maiores comprimentos de
proboscide, apresentaram menor variagao nas estruturas. A auséncia de
polinizadores oligoléticos ou aqueles que possam mediar de forma eficiente a
transferéncia de poélen entre alturas equivalentes de poélen e estigma, é
apontada como forte pressao seletiva para a quebra da tristilia em espécies de
Eichhornia (Barrett 1978, Alves dos Santos 2002). Por outro lado, as
populagdes sob maiores influéncias do rio Paraguai e/ou grandes rios do
Pantanal, onde a inundagao possui alta magnitude e longa duragao, nao
apresentaram variacdo extrema ou flores semi-homostilicas. E provavel que
sob essas condicdes de extrema flutuagao hidrica, a reprodugao sexuada

tenha pouca ou nenhuma importancia para E. azurea.

No entanto, € provavel que a auséncia de polinizadores especializados
nao seja a unica forga seletiva, para explicar a maior variagdo de tamanho das
estruturas florais de E. azurea. Nas regides onde ocorreram as maiores
frequéncias de flores semi-homostilicas e variacédo de tamanho das estruturas
florais, além da auséncia de polinizadores oligoléticos, existem varias
populagdes que sdo permanentes, com aparente pouca migragao de rametos
pelo pulso de inundagdo. Além do mais, essas plantas sobrevivem sob
condicdes estressantes de déficit hidrico nos periodos secos, porém com
flores. Essas condigbes aliadas com a grande quantidade de visitantes florais
ilegitimos, como sirfideos e abelhas de probdscide curta, e floragcao

ininterrupta, podem maximizar a endogamia para garantir a reprodugéo, e
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conduzir a este cenario de alteragdes no sistema da tristilia nessas populagdes
do Pantanal. Clones da tristilica E. paniculata expostos a condicbes ambientais
estressantes apresentam menor hercogamia que aqueles em condi¢des ideais
para o desenvolvimento (Vallejo-Marin & Barrett 2009). Similarmente, em flores
da tristilica Lythrum salicaria (Lythraceae), diversos tratos vegetativos e
reprodutivos tiveram relagdo negativa com o stress hidrico, dentre eles a
hercogamia floral (Mal & Lovett-Doust, 2005). Em espécies homostilicas, o
stress hidrico aparenta exercer influéncia negativa na quantidade de flores,
frequéncia da floragao e qualidade das sementes produzidas (Sultan 2000,
Dorken & Barrett 2004, Gianoli 2004). A variagao fenotipica em tratos
reprodutivos de E. azurea no Pantanal deve contribuir para a manutencao da
espécie e estruturacado genética das populagdes nas diversas condigdes
ambientais encontradas na regido. Apesar de mais comum em espécies
efémeras, a endogamia oferece igual chance de assegurar a reprodugcéo em
espécies perenes, porém é evitado por causa da depressao endogamica em
individuos adultos e custos futuros para sobrevivéncia em reproduc¢ao (Morgan
et al. 1997). Entretanto, somente com estudo experimental controlado
comparando gendtipos das sub-regides de Miranda e Aquidauana com
gendtipos do Leque do Taquari (extremos fenotipicos encontrados) sob
diferentes condicdes de stress, sera possivel determinar se esse polifenismo
nos tratos reprodutivos € uma caracteristica intrinseca de E. azurea, ou
adaptacdes genotipicas locais as condigbes ambientais distintas encontradas

ao longo do gradiente de inundacgéo.

As regides com maiores variagdes das estruturas florais e quebra do

sistema da tristilia, também apresentaram flores menores independente do
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morfotipo floral. A reducéo do perianto floral pode ser interpretada como uma
resposta fenotipica a endogamia e/ou ao stress ambiental. Este fenbmeno é
descrito para diversas espécies de plantas, inclusive para Pontederiaceae
(Sultan 2000, Fishman et al. 2002, Grossenbacher & Whittall 2011). No caso da
endogamia, a alocagao de energia para as partes florais com fungao de atracao
de polinizadores é diminuida por meio de selecao estabilizadora (Darwin, 1878;
Ornduff, 1969; Cruden, 1977, Barrett 1985, Busch 2005, Wright et al. 2013).
Entretanto, apesar de menor tamanho floral, e maior frequéncia de flores
modificadas e/ou semi-homostilicas nessas regides, em muitas flores menores,
a hercogamia ainda é clara, com a separagao das anteras e estigmas na
mesma flor (Figura 3.9). Contudo, mesmo havendo a hercogamia, 0 menor
tamanho floral pode em varios casos alterar a funcionalidade da estrutura floral.
Por exemplo, algumas flores do morfotipo longo, apresenta comprimento do
estilete correspondente ao morfotipo mediano, e assim para demais morfotipos
(ver Figura 3.7 e Figura 3.9). Isso aumenta substancialmente as chances desse
estigma receber pélen ilegitimo das anteras médias de um individuo L ou C
normal. E possivel que os efeitos da interacdo entre endogamia e stress
ambiental estejam atuando sinergicamente para causar esse resultado, pois
nao foram encontradas populagdes compostas unicamente por flores
modificadas (resposta fenotipica a endogamia). Por outro lado, a ocorréncia
rara de flor grande semi-homostilica na regido do Nabileque (inundagao Baixa
e Curta) indica que a semi-homostilia pode ser expressa independentemente
da variagao de outros tratos florais (e.g. tamanho do perianto), assim como

reportado para E. paniculata (Vallejo-Marin & Barrett 2009). Neste caso, a
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semi-homostilia pode ser produto da endogamia e ndo de condi¢gbes adversas

do ambiente.

A plasticidade fenotipica em fungéo do stress ambiental e endogamia
tem papel fundamental na evolugao do sistema reprodutivo de plantas
tristilicas. A habilidade plastica e evolutiva de alterar a distancia entre as
estruturas femininas e masculinas dentro da mesma flor (hercogamia)
conforme as condigdes ambientais enfrentadas, garante a reproducao sexuada
de espécies tristilicas sob auséncia de polinizadores efetivos, e em populacdes
com proporgdes desiguais ou auséncia de morfotipo floral, por meio da auto-
fertilizacdo (Baker 1967, Barrett 1992, Takebayashi & Morrell 2001).
Geralmente essas caracteristicas sdo fundamentais para espécies que
participam de eventos de colonizagdo de longa distancia, efeito fundador e
gargalo populacional, onde estaréo sujeitas a tamanho populacional efetivo
reduzido, condi¢des ambientais adversas e pequena variabilidade genética
(Pannell & Barrett 1998, Busch 2011). Variagdes fenotipicas em respostas a
esses eventos ja foram documentados para algumas espécies tristilicas como
E. paniculata, Oxalis alpina e L. salicaria (Barrett 1992, Weller 1976a, Mal &
Lovett-Doust, 2005). Essas observagdes encaixam de alguma forma na lei de
Baker (Baker 1967), o qual prediz que individuos auto-compativeis sdo mais
aptos para colonizacao e estabelecimento de novas populagdes apos eventos
de disperséo a longa distancia e isolamento. Somente com estudos genéticos
sera possivel estimar qual o provavel processo causador de tamanha variagao

nos tratos reprodutivos dessas populagdes no Pantanal.

As sub-regides de Miranda e Aquidauana (inundagao de média

magnitude e longa duragao), que apresentaram enorme variagao nos tratos
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reprodutivos, possuem solo mais argiloso que o encontrado nas demais
regides, possibilitando que a agua acumule por mais tempo. Essa oferta de
umidade prolongada faz com que nessas regides varias das populagdes sejam
permanentes, e mesmo sob condi¢des adversas durante o periodo das secas,
ainda ofertem flores durante todo o ano (obs. pess.). Individuos clonais em
populagdes permanentes frequentemente produzem flores simultaneamente,
promovendo consideravel auto polinizagdo por geitonogamia — entre flores da
mesma inflorescéncia, flores de diferentes inflorescéncias mas do mesmo
individuo, e flores de diferentes rametos do mesmo clone (Eckert 2000). Esse
fendbmeno maximiza a endogamia e reduz o sucesso da exogamia masculina
pela auto-fertilizagado, conduzindo a um cenario de depressao endogamica e

alteragdes fenotipicas associadas (Holsinger et al., 1984, Barrett 2003).

Nessas regides de inundacédo de média intensidade e longa duracgéo,
nao foram encontrados abelhas de probdscide longa capazes de transportar o
polen entre os diferentes niveis de estames (Alves dos Santos 2002). A agao
em conjunto da maior duragéo do pulso de inundagao e auséncia de
polinizadores especificos, pode conduzir a selegao de gendtipos auto-
compativeis em E. azurea nessas condigdes. Por outro lado, nas regides da
borda leste e sul do Pantanal, regides onde o pulso de inundagao € baixo e de
curta duragao, ocorrem os fendtipos com hercogamia reciproca mais bem
marcada, e as populacdes de E. azurea sao sazonais, com floracdo durante o
periodo de chuvas sincronizada a disponibilidade de polinizadores oligoléticos.
As populagdes na borda oeste do Pantanal, representada pelos grandes lagos
encontrados na regido, também sdo permanentes e com poucos visitantes

oligoléticos, porém ndo apresentam variagdes expressivas nos tratos
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reprodutivos. Essas populagdes aparentam ter reproducao vegetativa muito
mais pronunciada que a reproducao sexuada. Sao populacdes que sofrem
grandes disturbios anuais em decorréncia do pulso de inundagao, onde a
variacao do nivel da agua pode chegar a cerca de 6 m. Sob essas condigdes, a
reproducao sexuada tem pouca relevancia, o que pode ser corroborado pelo
baixo numero de sementes e frutos formados nessas regides (obs. pessoal).
Sob essas condicdes, € esperado que nao haja pressao seletiva para favorecer
a endo- ou exogamia, e consequente alteragdes fenotipicas florais, sendo um
sistema reprodutivo misto a regra (Goodwillie 2005, Wright et al. 2013).
Ademais, também seria inesperado plasticidade fenotipica em tratos
vegetativos nessas condigdes, por se tratar de regides sem limitagao hidrica, e
que recebem genetos potencialmente de quase todo o Pantanal. Estudos
genéticos sdo necessarios para estimar qual processo evolutivo conduziu
essas populacdes para este cenario de enorme variagao nos tratos

reprodutivos ao longo do gradiente do pulso de inundagao no Pantanal.

Uma interessante observacgao foi a alta frequéncia de ocorréncia e
intensidade de herbivoria sobre partes reprodutivas de E. azurea
principalmente nas populagdes com pulso de inundagéo Médio e Longo (sub-
regides de Miranda e Aquidauana), no entanto comum em todas as populagdes
visitadas nesse estudo. Apesar de néao ter sido objetivo do estudo, foram
observados besouros, gafanhotos e lesmas de aparentemente poucas
espéecies como os principais responsaveis pela florivoria em E. azurea no
Pantanal. Praticamente todas as partes do perianto, anteras e estigmas eram
comidos. Sendo muito comum, principalmente na regido de Miranda e

Aquidauana, as anteras e estigmas longos estarem completamente comidos,
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fendmeno que pode favorecer a auto-fertilizagao e selecao de cleistogamia
(Steets & Ashman 2004, Steets et al. 2006). A herbivoria sobre partes
reprodutivas € geralmente negligenciada em modelos sobre os processos que
determinam o tipo de sistema reprodutivo em plantas — auto-compativel, auto-
incompativel, sistemas reprodutivos mistos (Steets & Ashman 2004, McCall &
Irwin 2006, Steets et al. 2006). Estudos futuros contemplando informagao sobre
as taxas de herbivoria foliar e floral permitirdo compreender a importancia

desse fator na quebra do sistema da tristilia e variagéao fenotipica em E. azurea.

Os casos de flores com instabilidade no desenvolvimento foram
encontrados, onde a mesma inflorescéncia apresentava flores semi-
homostilicas e flores com clara hercogamia. Diversos fatores podem determinar
a instabilidade do desenvolvimento floral, como homozigose, mutag¢des, quebra
de genes complexos adaptados e estresse ambiental. O unico caso similar a
este, é reportado para E. paniculata, o qual sdo propostas a hipétese de
instabilidade no desenvolvimento e plasticidade na expressao fenotipica em
funcdo das condi¢gbes ambientais (Vallejo-Marin & Barrett 2009). Variagdes na
hercogamia provindas de plasticidade fenotipica ou instabilidade do
desenvolvimento podem permitir que individuos modifiquem as taxas de
fertilizacdo endo ou exogamica para corresponder as condi¢gdes ambientais
atuais em que vivem. O aumento na autofertilizacdo pode ser favoravel em
ambientes mais estressantes onde tanto fatores bioticos (e.g. abundancia de
polinizadores, herbivoria) e/ou abidticos (e.g. disponibilidade de agua para
manter a densidade e tamanho populacional) limitem a polinizagdo cruzada
(Stebbins, 1957, Elle & Hare, 2002; Moeller & Geber, 2005). As populagdes de

E. azurea que apresentaram grande variagdo das estruturas florais e estas
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raras anomalias no Pantanal crescem em ambientes com limitagao de servigo
eficiente de polinizagcao e sob condi¢des extremas de seca e alta densidade
populacional. A medida que as aguas escoam, muitas vezes ocorre maior
acumulo de plantas em determinada area da lagoa que ainda contem agua ou
umidade, consequentemente aumentando a competi¢cao por recursos (obs.
pess.). Geralmente essas plantas sdo menores € menos vistosas, e
possivelmente menos atrativas para polinizadores. Sob essas condi¢des, aliada
a uma regiao com pouca presencga de visitantes oligoléticos, € provavel que a
selecao atue favorecendo tratos que promovam a endogamia. Além do mais, o
fato de serem populacdes permanentes, e ndo haver intenso fluxo hidrico é
presumivel que as sementes produzidas sob essas condi¢gdes sejam dispersas
junto a mesma populagdo, na mesma lagoa, aumentando a depresséao
endogamica. Experimentos controlados com sementes dessas populagoes,
podem ajudar a entender quais forgas determinam mais fortemente a

expressao da semi-homostilia em E. azurea.

As variacdes das estruturas florais de E. azurea no Pantanal foram mais
fortes nas estruturas longas (alturas das anteras e estigmas) que nas médias.
A instabilidade do desenvolvimento pode ser uma hipétese para explicar essa
maior variagdo. As estruturas longas passam por processo ontogenético mais
demorado até atingir o tamanho final, o que potencialmente aumenta as
chances de variagdes em funcéo da oferta de recursos. Outra hipétese seria a
base genética que envolve a expressao dessas estruturas. Como tanto o
estigma quanto as anteras longas apresentaram maior variagado de tamanho,
se essa variagao for regulada geneticamente, € provavel que os mesmo genes

atuem para ambas as estruturas.
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Eichhornia azurea possui clara separacao de tamanho de graos de podlen
entre as trés alturas de anteras, no entanto, assim como as estruturas florais, o
polen provindo das anteras longas apresenta maior variagao de tamanho. A
correlagao positiva entre tamanho do grao de pdlen e altura da antera ja foi
anteriormente reportada para populagdes de E. azurea na Amazoénia, além de
ser caracteristica auxiliar comum em espécies tristilicas com incompatibilidade
heteromorfica (Barrett 1978, Ganders 1979, Barrett 1993). Entretanto, os
tamanhos reportados sdo em média 20 ym maiores (I=~90, m=~73,s =~
61, Barrett 1978) que os aqui descritos para cada altura de antera. Essa ampla
diferenca pode ser em decorréncia do método utilizado para a realizacido das
medidas, que nao esta detalhadamente explicado no estudo citado. Por outro
lado, essas diferencas podem ser adaptacdes locais as diferentes condigdes
ambientais bidticas (polinizadores, herbivoros) e abitticas (oferta de recursos,
temperatura) encontradas entre Amazdnia e Pantanal, sem aparente valor
adaptativo. Estudos comparando o tamanho de graos de pdlen entre
populagdes de E. azurea ao longo de toda a sua distribuicdo sdo necessarios
para compreender quais fatores determinam tamanha variagao entre

macrorregioes.

O tamanho do pdlen das anteras longas apresentaram as maiores
amplitudes de variagdo, ao passo que os graos das anteras curtas a menor
variagao. Assim como para os tratos florais, as maiores variagdes de tamanho
de graos de polen ocorreram nas sub-regides de Miranda e Aquidauana (pulso
de inundagédo Médio e Longo), regides com maior sobreposi¢cao entre as
anteras médias e longas. Como parece ocorrer para as estruturas florais, a

instabilidade no desenvolvimento pode ser determinante sobre a variacdo de
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tamanho dos graos de polen. O pdélen dos estames longos € maior pois
demanda mais reserva para o crescimento do tubo polinico (Ganders 1979,
Barrett et al. 2000), portanto a quantidade de recursos disponiveis pode estar
diretamente relacionada com a quantidade e qualidade do grao de poélen. Caso
as plantas dessas regides estejam em constante limitagao de recursos, é
provavel que isto seja importante fator para determinar as maiores oscilagbes
nas estruturas que demandam mais investimento energético, como o polen.
Por outro lado, a maior variagdo pode estar dissociada de variagbes ambientais
abidticas, e ser uma resposta fenotipica a endogamia existente nessas
populacdes. Como ha relagao dessa variagdo com o tamanho médio das
probdscide e composicao de visitantes florais, é provavel que a auséncia de
polinizadores efetivos nessas regides estejam promovendo a selegédo de graos
de pdlen das anteras longas mais parecidos com os encontrados nas anteras
médias. Apis mellifera e outras abelhas generalistas além de moscas sirfideos,
visitantes mais frequentes nas regides com maior variagao de tamanho do grao
de pdlen, coletam pdlen preferencialmente das anteras longas e em menor
proporgcao das anteras médias (Wolfe & Barrett 1987, Harder & Barrett 1993,
obs. pessoais), 0 que provavelmente promove grande quantidade de
polinizagdes ilegitimas entre esses dois morfotipos florais, conferindo maior
similaridade de caracteristicas da tristilia, dentre elas o tamanho do gréao de

polen.

A quantidade média de graos de polen é diferente entre as trés alturas
de antera (correlagdo negativa com altura das anteras), porém ha enorme
sobreposicao entre elas, além de nao haver diferengas entre sub-regides do

Pantanal. Os altos desvios encontrados sustentam essa afirmacéo. Essa foi a
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Unica caracteristica das flores mensuradas que nao teve relagdo com o
gradiente de inundacgao. A auséncia de relagado da variagao da quantidade de
graos de polen entre regimes de inundagéo no Pantanal, composicao e
comprimento médio da probdscide dos visitantes florais, e tamanho floral, pode
indicar que esta variavel é pouco influenciada pela endogamia, em contraste
com as demais estruturas florais de E. azurea. Estudos controlados
comparando a variagao da quantidade de pélen entre anteras de flores do
mesmo individuo e entre individuos sob diferentes condicbes ambientais séo
necessarios para melhor compreender essa enorme sobreposi¢cao na
quantidade de graos de podlen entre as trés diferentes alturas de anteras de E.

azurea.

As anteras ¢ dos morfotipos Longo e Médio apresentam quantidade de
polen parecida ao encontrado nas anteras m do morfotipo C, similarmente, as
anteras / dos morfotipos C e M, possuem quantidade de pélen equivalente ao
encontrado nas anteras m do morfotipo L. Aparentemente, existe algum fator
regulador da producéo de graos de polen dentro de cada flor, onde as anteras
com menor tamanho de graos de pdlen terdo maior quantidade de graos e vice-
versa. No entanto, isso ndo implica necessariamente que as anteras c teréo
mais graos de podlen que as m, e estas, que as /. Em uma espécie que
apresenta flexibilidade no sistema de incompatibilidade, a regulagéo intrafloral
na producéo de graos de polen, pode ser uma estratégia para a distribuigdo de
recursos em similar proporgéo para ambos 0s conjuntos de anteras dentro de
uma mesma flor (equilibrio entre tamanho e quantidade dos graos de pélen).
Este equilibrio pode aumentar as chances de transferéncia de polen provindo

de cada altura de antera, mesmo que transferéncias ilegitimas entre alturas de
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anteras e estigmas n&o seajm equivalentes. Em um cenario onde a produgao
de podlen é categoricamente distinta entre as trés alturas de anteras, as
chances de polinizagdes ilegitimas seriam reduzidas pela diferenga nos valores

absolutos de pdlen entre as alturas de anteras.

As anteras m do morfotipo C apresentaram cerca de 25% mais gréos de
pdolen que as anteras m do morfotipo L, similar resultado foi reportado para P.
cordata (Price & Barrett 1982, Barrett et al. 1983). Diferengas no
desenvolvimento floral entre niveis de estames sdo sugeridas como processos
para o surgimento dessa diferenga que nao tem notavel fungéo adaptativa.
Provavelmente a mesma conjectura seja valida para E. azurea, entretanto
variagdes na quantidade de polen entre morfotipos florais pode representar
alteragdes na expressao do género, podendo um morfotipo ser funcionalmente
mais masculino (curto) e outro mais feminino (longo), e isso contribuir em
algum momento para a histéra evolutiva da espécie. Variagdes na expressao
do género entre morfotipos florais ja foram reportadas para espécies distilicas
(Avila-Sakar & Domiguez 2000, Gonzales et al. 2005, Rosas & Dominguez et

al. 2009).

O indice de hercogamia desenvolvido para espécies tristilicas aparenta
ser uma ferramenta util para estudar a variagado da hercogamia reciproca entre
populagdes. As conclusdes obtidas por meio dos valores do indice foram muito
similares ao encontrado para os modelos generalizados lineares mistos
(GLMM), havendo a vantagem de serem mais facilmente gerados e
interpretados. Os menores valores do indice de hercogamia reciproca ocorrem
em regido com maior variagao nos tratos florais e menor tamanho médio de

probéscide e pulso de inundagao Médio e Longo (sub-regides Miranda e
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Aquidauana), o que concorda com os modelos generalizados mistos

apresentados anteriormente.

Em nenhum modelo testado, houve relagdo do tamanho populacional de
E. azurea com a variagdo dos comprimentos das estruturas florais (filetes,
estilietes, perianto) e tamanho e quantidade de graos de polen. Conclusao que
contrasta com diversos estudos o qual reportam forte relacdo positiva do
tamanho populacional com melhor desempenho do sistema da heterostilia para
diversos taxa (Barrett & Kohn 1991, Husband & Barrett 1992a, 1999, Pannel &
Barrett 2001). Duas conjecturas podem ser feitas para explicar a auséncia de
relagcdo com essas variaveis no Pantanal. A primeira deve-se a instabilidade
encontrada na regido em decorréncia do pulso de inundagéo (efeitos
estocasticos). A variagédo do nivel da agua promove flutuagdo do tamanho
populacional ao longo do ano e entre anos (obs pes.), e possivelmente a
variagao da proporcao de morfos e tamanho populacional efetivo. Devido a
essa oscilagao espacial e temporal, € improvavel que o tamanho populacional e
desigualdade morfotipica sejam forgas seletivas determinantes para a quebra
do sistema da tristilia no Pantanal. Por outro lado, a segunda conjectura, pode
ser a forma como foram tomados os dados, que pode limitar generalizagdes
quanto ao real tamanho populacional e estruturagdo morfotipica. A estimativa
de tamanho populacional por categorias € uma forma viavel para a realizagao
deste procedimento em campo, mas reflete uma unica fotografia no espaco e
tempo da populacdo em questao. Além do mais, a floracado de E. azurea
apresenta pico imprevisivel, devido a instabilidade encontrada na regido. O
censo periédico do tamanho populacional e estrutura dos morfotipos florais de

populacdes, além da estimativa do tamanho efetivo dessas populagdes
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(Husband & Barrett 1992a), poderao indicar qual das hipoteses € mais

provavel.

Este estudo apresenta fortes evidéncias que a quebra do sistema da
tristilia em Eichhornia azurea é determinada pela interagao entre fatores
estocasticos, pulso de inundacio - o qual promove variagdes imprevisiveis no
tamanho e duragao populacional; e deterministicos - auséncia de polinizadores
oligoléticos e estresse ambiental. E provavel que diversos caminhos para a
quebra do sistema em direcado da auto-fertilizacdo ocorram em E. azurea no
Pantanal, em virtude das diferentes caracteristicas demograficas encontradas
nas sub-regides estudadas. A habilidade de colonizagdo das mais diversas
areas aquaticas, como rios, corixos, lagos permanentes e temporarios, diques,
“caixas de empréstimo”, planicie de alagagéo, pastos umidos entre outros,
pode atuar como fator determinante para a seleg¢ao de sistema flexivel de

reproducgao da espécie (Cunha & Fischer 2009), e quebra da tristilia.
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entre os trés morfotipos florais de Eichhornia azurea em duas populag¢des no Pantanal Sul (EAZU

17 e EAZU 23). O morfotipo curto da populagdo 23 tiveram poucas observagdes, ndo sendo o

suficiente para a estimativa de densidade de Kernel.
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Figura 3.S2. Quantidade de graos de pdlen encontrados em cada antera (total seis anteras por
flor) entre os trés morfotipos florais de Eichhornia azurea em duas populag¢des no Pantanal Sul
(EAZU 17 e EAZU 23). O morfotipo curto da populagéo 23 tiveram poucas observagdes, ndo sendo
o suficiente para a estimativa de densidade de Kernel.
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Figura 3.S3. Fotografias de flores pequenas do morfotipo longo encontradas na sub-regidao de
Miranda, Pantanal. As setas apontam a localizac&o do estigma e as elipses amarelas cada
conjunto de anteras (Fotos: N.L. Cunha).
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CONSIDERAGOES FINAIS
Sintese

Nesta tese, investiguei a manutencgao, variagao e quebra da tristilia em Eichhornia
azurea em uma regiao de historia geoldgica recente e grande oscilagao das
condi¢gdes ambientais. Amostrei varias populacdes para estimar a frequéncia
morfotipica, visitantes florais e medir estruturas reprodutivas. A frequéncia
morfotipica apresenta grande variagao de equidade entre morfotipos florais,
caracteristica tipica para espécies que sofrem com eventos estocasticos. Este
resultado € provavel dado a instabilidade peridédica promovida pelo pulso de
inundacao. Por outro lado, o morfotipo médio apresentou menor frequéncia que os
demais, a menor aptidao resultante de depressao endogamica € apontada como
provavel fator responsavel por esse resultado. A interagao entre eventos
estocasticos e selegcado natural determina a grande variagao de equidade entre

morfotipos florais e menor frequéncia do morfotipo médio.

A comunidade de visitantes florais difere espacialmente, bem como sua
funcionalidade. Visitantes florais das bordas sul e leste do Pantanal, regides com
pulso de inundagao de magnitude baixa e duragao curta, sao diferentes da
encontrada nas regides centro-sul e oeste do Pantanal, regides com inundacgao de
magnitude meédia a grande e duragao longa. As diferengas na comunidade de
visitantes florais também é refletida em sua funcionalidade, abelhas de probdscide
longa somente foram frequentes nas populagdes de E. azurea amostradas no Sul

e Leste do Pantanal, enquanto nas regides centro-sul e oeste, ndo foram
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encontrados visitantes florais de probdscide longa. De forma correspondente, a
reciprocidade hercogamica entre morfotipos florais de E. azurea foi maior em
populacdes que apresentaram abelhas de longa probdscide, e menores em
populacdes com auséncia desses visitantes especializados. Discuto os efeitos da
depressdo endogamica, ocasionada pela auséncia de vetores especializados, nas
modificagdes florais favorecendo a auto-fertilizagao. Variacdo espacial nas
interagdes com polinizadores € um importante fator para modificagbes dos tratos
reprodutivos de E. azurea. Além disso, levanto trés hipéteses para a auséncia de
visitantes florais especializados em regides com inundagdes de magnitude média

a longa e duragao longa.

Grandes variacdes espaciais nas estruturas reprodutivas de flores de E.
azurea estao associadas aos diferentes niveis de inundagao encontrado no
Pantanal. Regides com pulso de inundagao de magnitude média e duragao longa
apresentaram populagdes com flores menores, menor reciprocidade entre
morfotipos florais e maior variagdo de tamanho nas estruturas. Por outro lado, as
flores de populagdes com inundagéo baixa e curta, e alta e longa (magnitude e
duragao respectivamente), apresentaram pouca variagao nas estruturas. Discuto a
acao sinérgica da intensidade do pulso de inundagédo, auto correlagcéo espacial e
presencga de polinizadores especializados para este resultado. Nas regides com
melhor funcionamento da tristilia, sdo encontrados dois cenarios: em regides com
inundacgao de baixa magnitude e curta duragao, as populagbes apresentam ciclo
de floragéo sincronico a presenga de abelhas especializadas, além de serem

efémeras. E provavel que existam altas taxas de alogamia nessas populagdes,
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apesar de também terem sido encontrados alguns variantes semi-homostilicos, e
a reprodugao sexuada seja muito importante nessas regides. O segundo cenario é
encontrado em regides com inundag¢ao de magnitude alta e duragao longa.
Nessas populagdes nao foram encontradas alteracdes florais, tampouco abelhas
oligoléticas. Discuto que nessas regides é provavel que a reproducao clonal tenha
maior importancia, por meio da dispersédo de propagulos durante a grande
variagcéo no nivel d’agua. Dessa forma a auséncia de visitantes florais
especializados n&o é importante pressao para alteragcao dos tratos florais. Por
outro lado, as plantas localizadas na regidao com inundagdo de magnitude média e
duracao longa sao perenes, ofertam flores o ano inteiro mesmo em periodos mais
secos, e nao possuem visitantes florais especializados. Discuto que esses fatores
em conjunto séo forgas direcionadoras para a grande variagao e quebra do

sistema da tristilia em E. azurea.

Pesquisas futuras

Aponto varios caminhos e hipoteses para explicar os resultados gerados nesse
trabalho, os quais certamente abrem linhas para pesquisas futuras com tristilia e
sua interagcao com variaveis biéticas e abidticas. Investiga¢des sobre a frequéncia
morfotipica de outras espécies tristilicas no Pantanal, serdo importantes para
compreender se a menor frequéncia do morfotipo médio ocorreu por fatores
histoéricos em E. azurea, ou uma pressao seletiva imposta pela interagao entre

ambiente e forma de vida. Além disso, aponto que a auséncia de padrao quanto a
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distribuicdo de equidade entre populagdes € causada pela instabilidade do
Pantanal. Estudos com demais espécies tristilicas deverado apresentar resultado

similar caso a flutuagao anual do nivel das aguas seja importante fator estocastico.

Levanto hipéteses para a ndo ocorréncia de abelhas oligoléticas em regides
com inundagdes de maior magnitude e duragdo no Pantanal. Estudos sobre a
biologia desses animais envolvendo locais de nidificagao, periodo de atividade ao
longo do ano e reprodugao serao importantes para compreender se regiées com
maiores periodos alagados s&o limitantes para a ocorréncia dessas espécies.
Pesquisas sobre a pressao de predacao e menor aptidao em regido estressante
como o Pantanal também serdo importantes para compreender a auséncia dessas

abelhas em algumas regioes.

Finalmente, a enorme variagédo dos tratos florais em regides com inundagéo
de magnitude média e duragao longa merece estudos com condi¢gées ambientais
controladas. Sugiro que a persisténcia de individuos de E. azurea durante os
periodos secos promova instabilidade no desenvolvimento de suas flores. No
entanto nao é claro se a instabilidade no desenvolvimento é causada por estresse
ambiental, depressdo endogamica ou ambos. Estudos controlados com plantas
originarias de regides com e sem variagao floral, submetidas a diferentes
condi¢gdes ambientais, auxiliardo na compreensao de quais S40 0S processos

direcionadores de variacdo na expressao da tristilia em E. azurea.

Ademais, observei maiores pressdes de herbivoria em regides com maior

variagao de tratos florais e quebra da tristilia (pulso de inundacado de média
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magnitude e longa duragao). O papel deste tipo de interagdo antagonista na auto-
fertilizagao de plantas € pouco explorada e aparenta ser importante em E. azurea.
Estudos futuros envolvendo a herbivoria e variacdes na expressao floral sdo

necessarios para compreender a contribuigcado deste fator na quebra do sistema e

favorecimento da endogamia.

Finalmente estudos moleculares visando compreender o isolamento e fluxo
génico entre populagdes, e o papel do pulso de inundagao na homogeneizagéo
genética de populagdes de E. azurea serdo importantes para compreender a
estruturacao genética desta espécie nessa regido de histéria geoldgica recente.
Além disso, estudos genéticos permitirdo investigar a hipétese sobre a importancia
da reproducgao sexuada e assexuada entre regides com diferentes regimes de

inundacao.

Meu trabalho de tese acrescenta informagéao inédita sobre a variagao
morfotipica, de visitantes florais e de tratos reprodutivos de E. azurea em uma
regido com histéria geoldgica recente e variagbes extremas na paisagem ao longo
do ano. Espero que meu trabalho seja um pequeno, porém importante passo para
0 avango de pesquisas com sistemas reprodutivos e polimorfismos genéticos

florais nos Neotropicos.
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