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O vosso tanque general é um carro forte
Derruba uma floresta esmaga cem
Homens,

Mas tem um defeito

- Precisa de um motorista

O vosso bombardeio, general

E poderoso:

Voa mais depressa que a tempestade

E transporta mais carga que um elefante
Mas tem um defeito

- Precisa de um piloto

O homem, meu general, é muito util:
Sabe voar, e sabe matar
Mas tem um defeito

- Sabe pensar

Bertold Brecht
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Resumo

A familia Rubiaceae apresenta uma variedade de estratégias reprodutivas, dentre as
quais a dicogamia e a heterostilia, que podem minimizar as chances de autofecundagéo
e maximizar as chances de fecundacdo cruzada. O objetivo deste estudo foi descrever a
fenologia de floracdo, a morfologia e a biologia floral, a producdo de néctar, os
visitantes florais e o sistema reprodutivo de espécies ornitéfilas de Rubiaceae na Serra
de Maracaju, Mato Grosso do Sul, bem como avaliar o potencial dos beija-flores como
polinizadores destas espécies através de teste de intensidade de polinizagdo. As coletas
de dados foram realizadas na Serra de Maracaju, de maio de 2008 a maio de 2010. As
espécies encontradas, Palicourea crocea, Palicourea macrobotrys, Palicourea rigida e
Pogonopus tubulosus, floresceram durante a estagdo chuvosa e inicio da seca.
Palicourea crocea e Pa. rigida sdo distilicas e Pa. macrobotrys e Po. tubulosus séo
homostilicas e autocompativeis. As caracteristicas do néctar dessas espéecies sdo
semelhantes as encontradas em outras espécies ornitofilas. Thalurania furcata foi o
visitante mais frequente das espécies ornitofilas. Ndo houve diferencas na formacéo de
frutos e de sementes em relacdo ao numero de visitas realizadas por um dado
polinizador. Outros fatores, além da quantidade de poélen depositado no estigma da flor

receptora, podem estar relacionados a eficiéncia de polinizacdo destas espécies.

Palavras-chave: dicogamia, distilia, eficiéncia de polinizacdo, teste de intensidade de

polinizagdo, Trochilinae



Abstract

The family Rubiaceae comprises a variety of reproductive strategies, among which are
dicogamy and heterostyly, which can minimize the chances of inbreeding and maximize
the chances of cross-fertilization. The aim of this study was to describe the flowering
phenology, floral morphology and biology, nectar production, floral visitors and
breeding system of ornitophilous species of Rubiaceae in Serra de Maracaju, Mato
Grosso do Sul, as well as to evaluate the potential of hummingbirds as pollinators of
these species through pollination intensity tests. Data collection was conducted in Serra
de Maracaju, from May 2008 to May 2010. The species found, Palicourea crocea,
Palicourea macrobotrys, Palicourea rigida and Pogonopus tubulosus, bloomed during
the rainy season and early dry season. Palicourea crocea and Pa. rigida are distylous
and Pa. macrobotrys and Po. tubulosus are homostylous and self-compatible. Nectar
characteristics of these species are similar to those of other ornithophilous species.
Thalurania furcata was the most frequent visitor of ornithophilous species. There were
no differences in fruit and of seed set in relation to the number of visits by a particular
pollinator. Factors other than the amount of pollen deposited on stigma of

receiving flowers, may be related to pollination efficiency of these species.

Keywords: dichogamy, distyly, pollination efficiency, pollination intensity test,

Trochilinae



Introducéo

As flores apresentam adaptacGes morfolOgicas que convergiram para promover sua
localizagdo e o acesso aos recursos florais pelos visitantes, e consequentemente o
transporte de pélen entre flores de individuos por esses vetores (Stebbins 1970; Fenster
et al. 2004). O desempenho dos visitantes, que pode influenciar no sucesso reprodutivo
das plantas, depende de sua eficiéncia na polinizacdo (Gémez 2002). A eficiéncia de um
dado polinizador pode ser avaliada por diferentes métodos (sensu Inouye et al. 1994)
como a remocdo e a deposicdo de polen (Herrera 1987; Young & Stanton 1990), a
frequéncia de visitas (Utelli & Roy 2000) ou o sucesso na fertilizacdo dos 6vulos no
ovario (Gross 2005). Além disso, a fecundacdo dos Ovulos pode estar diretamente
relacionada a carga de p6len depositada no estigma, afetando a quantidade e a qualidade
das sementes produzidas (Mitchell 1997).

A familia Rubiaceae apresenta grande variedade de sistemas reprodutivos (Bawa
& Beach 1983), dentre os quais a dicogamia e a heterostilia, que podem minimizar as
chances de autofecundacdo e maximizar as chances de fecundagédo cruzada (Lloyd &
Webb 1986; Ganders 1979). Dicogamia é a maturacdo assincronica das funcdes
masculina e feminina dentro de uma mesma flor, o que reduz as chances de contato
entre as anteras e o estigma (Lloyd & Webb 1986). A dicogamia pode ocorrer de duas
formas: protoginia, quando o estigma torna-se receptivo antes da deiscéncia das anteras,
ou protandria, quando anteras tornam-se deiscentes antes do estigma estar receptivo
(Lloyd & Webb 1986). Heterostilia ¢ um tipo de polimorfismo floral controlado
geneticamente que é definido por duas caracteristicas: hercogamia reciproca, quando ha
reciprocidade no posicionamento do estigma e das anteras entre os diferentes morfos
florais, e um sistema de autoincompatibilidade e incompatibilidade intramorfo, cujos

grdos de polen em anteras posicionadas no mesmo nivel do estigma do morfo floral
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antagbnico sdo compativeis (Ganders 1979). A heterostilia pode ser encontrada em
plantas caracterizadas pela distilia, quando ha flores com dois morfos florais diferentes
ou tristilia, com trés morfos florais diferentes (Ganders 1979). Em populaces distilicas,
os individuos apresentam os morfos florais brevistilos (flores com estilete mais curto
que estames) e longistilos (flores com estilete mais longo que estames) e o equilibrio
nas frequéncias dos morfos em uma populacdo € chamado isopletia (Ganders 1979).

Plantas que possuem flores polinizadas por beija-flores constituem parte
importante de comunidades vegetais, pois podem representar até 15% das espécies de
angiospermas em um dado local (Machado & Lopes 2004). Estas espécies geralmente
possuem flores tubulares, cores fortes e de ornitofilia (Faegri & van der Pijl 1979; Stiles
1981; Wilson et al. 2004). Além disso, podem apresentar bracteas protetoras e coloridas
contrastantes, antese diurna, auséncia de odor, néctar abundante e relativamente diluido
e separacdo espacial da camera nectarifera em relacdo aos estigmas e anteras,
caracteristicas associadas a sindrome, flores orientadas de forma horizontal ou pendente
e auséncia de superficie de pouso (Luteyn 2002).

Rubiaceae esta entre as principais familias que sdo polinizadas por beija-flores
(Buzato et al. 2000). Dentre as espécies de Rubiaceae ornitéfilas, Palicourea possui
aproximadamente 200 espécies restritas aos neotrépicos (Taylor 1997). Suas flores sdo
inodoras e possuem corola tubular com cores brilhantes (Taylor 1997). Por outro lado, o
género Pogonopus é composto por apenas trés espéecies (Mabberley 1987) as quais
possuem flores com corola tubular e cores que variam entre rosa, vermelho e roxo
(Delprete & Cortés-B 2006).

Os beija-flores (Trochilidae) sdo aves dependentes de néctar e estudos sobre sua
eficiéncia de polinizagdo vém sendo realizados demonstrando a importancia destes

vetores de polen para a reproducdo de espécies vegetais (e.g. Engel & Irwin 2003;
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Ornelas et al. 2004; Rocca-de-Andrade 2006; Fumero-Caban & Meléndez-Ackerman
2007).

Os objetivos do presente estudo sdo descrever a fenologia de floracdo, a
morfologia e a biologia floral, a producdo de néctar e o sistema reprodutivo de
Palicourea crocea, Palicourea macrobotrys, Palicourea rigida e Pogonopus tubulosus
presentes na Serra de Maracaju; além de descrever a frequéncia e o comportamento de
visitas de beija-flores as flores dessas espécies e avaliar seu potencial como
polinizadores de Pa. crocea e Po. tubulosus, através do estudo do efeito do nimero de
visitas na frutificacdo, na massa dos frutos e sementes e no nimero de sementes
produzidas. A hipotese central do trabalho é que ocorre um aumento na frutificagdo em

funcdo do aumento no nimero de visitas de uma dada espécie de beija-flor.

Métodos

Local de estudo

O estudo foi conduzido na Serra de Maracaju a qual é constituida por planaltos
rampeados com altitudes entre 300 e 700 m (Brasil 1997). O clima da regido é tropical
quente Aw de Koppen (1948) com verdo chuvoso e inverno seco (Fig. 1), de acordo
com o Centro de e Monitoramento de Tempo, do Clima e dos Recursos Hidricos de
MS/Agéncia de Desenvolvimento Agrario e Extensdo Rural/Instituto Nacional de
Meteorologia (2010). A vegetacdo predominante € de cerrado sentido restrito ocorrendo
contato com floresta estacional (Ribeiro & Walter 1998).

A coleta de dados foi realizada em floresta semidecidua (20°27°17.9> S,
55°29°52.8> W) e cerrado rupestre (20°26°32” S, 55°38’10” W) situados,

respectivamente, nos distritos de Piraputanga e Camisdo, municipio de Aquidauana,
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Mato Grosso do Sul. A floresta semidecidua estd inserida ao longo do corrego das

Bruxas que desagua no rio Aquidauana, possui vegetacdo semidecidual com

afloramentos rochosos sendo limitada por pareddes (Ramos 2009). O cerrado rupestre

situa-se em altitudes elevadas, apresenta solos rasos, afloramentos rochosos e

predominancia da vegetacdo de cerrado sentido restrito cuja cobertura arborea pode

variar de 5% a 70% (Ribeiro & Walter 1998).
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Figura 1 - Médias de temperatura (linha) e pluviosidade (barras) registradas no periodo

de estudo para o municipio de Aquidauana, Mato Grosso do Sul. Fonte: Cemtec-

MS/Agraer/INMET.
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Espécies estudadas

Foram registradas quatro espécies ornitdfilas de Rubiaceae nos locais estudados, sendo
Palicourea crocea (Sw.) Roem. & Schult., Palicourea macrobotrys (Ruiz & Pav.) DC.
e Pogonopus tubulosus (A. Rich.) K. Schum. na floresta semidecidua e Palicourea
rigida Kunth no cerrado rupestre, ndo ocorrendo outras além dessas.

As trés espécies de Palicourea possuem hébito arbustivo e Po. tubulosus habito
arbéreo. As flores possuem o androceu dialisttmone e epipétalo, o gineceu é do tipo
simples e o estigma é bifido quando receptivo. Nas espécies de Palicourea, o ovario é
infero, bilocular com um évulo em cada Iéculo e em Po. tubulosus o ovério é slpero,

bilocular com muitos 6vulos por I6culo (acima de 1.000 6vulos/l6culo).

Fenologia de floragéo

O estudo da fenologia de floracdo das espécies ornitofilas de Rubiaceae foi realizado
mensalmente no periodo de maio de 2008 a abril de 2010 na floresta semidecidua e de
junho de 2008 a maio de 2010 no cerrado rupestre. Foi demarcada uma parcela de 1.000
X 20 m (2 ha) em floresta semidecidua e uma parcela de 1.000 x 6 m (0,6 ha) em
cerrado rupestre. O numero de individuos acompanhados variou entre as espécies de
acordo com a disponibilidade encontrada nos ambientes, como segue: Pa. crocea (n=7),
Pa. macrobotrys (n=10), Pa. rigida (n=15) e Po. tubulosus (n=30).

Todos os individuos pertencentes as espécies ornitofilas de Rubiaceae
encontrados nas parcelas foram marcados e tiveram registrados a altura, o niumero de
botdes, flores, frutos imaturos e maduros mensalmente. Os dados de frutificagéo de Pa.
rigida foram obtidos somente para o primeiro ano de estudo (2008/2009), e em Pa.
crocea os dados de frutificacdo foram obtidos nos meses de novembro e dezembro de

2009.
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Morfologia e biologia floral

Registros sobre a morfologia foram tomados a partir de flores retiradas ao acaso de
individuos diferentes, sendo que cada individuo contribuiu com uma Unica flor para a
amostragem. As flores de Pa. crocea (n=6) foram amostradas durante 0s meses
novembro e dezembro de 2009, Pa. macrobotrys (n=7) durante meses de marco e abril
de 2009 e abril de 2010, Pa. rigida (n=15) em novembro de 2009 e Po. tubulosus
(n=30) durante meses de fevereiro e marco de 2009/2010 e abril de 2010.

As flores foram analisadas em campo e em laboratorio (flores fixadas em alcool
a 70%). Com o auxilio de um paquimetro, foram tomadas medidas de comprimento e
diametro de abertura da corola, e comprimento do estilete e dos filetes (Fig. 2) e as
diferengas morfoldgicas foram testadas com auxilio da Anova (Zar 1984).

Para descrever a biologia floral, foram feitas observagdes em intervalos de duas
horas ao longo da antese das flores a fim de registrar dados como o horério de abertura
da flor, o inicio da receptividade estigmatica e a viabilidade polinica. A receptividade
do estigma foi testada com o uso de peroxido de hidrogénio 5% (Dafni et al. 2005) ao
longo do periodo de antese de Pa. macrobotrys e Po. tubulosus. Para averiguar a
viabilidade dos gréos de polen foi coletado pdlen em flores de Pa. macrobotrys as 06:00
h, 11:00 h, 16:00 h. Em Po. tubulosus, o pélen foi coletado as 06:00 h, 11:00 h, 16:00 h
no periodo diurno e as 23:30 h e 03:30 h no periodo noturno. A viabilidade dos gréos de
polen foi determinada pela coloragdo resultante do contato com carmim acético (Dafni
et al. 2005) em laminas confeccionadas em campo e observadas em laboratério. Para
duas espécies, Pa. crocea e Pa. rigida, foram registrados o comprimento da corola, o

periodo e a duracdo da antese devido ao numero limitado de flores para manipulacao.
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Figura 2 - Figura esquematica indicando como foram tomadas as medidas do
comprimento, diametro e abertura da corola, comprimento dos estames e do estilete das

espécies ornitdfilas de Rubiaceae presentes na Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul.

Néctar

A producdo de néctar foi acompanhada para Pa. macrobotrys e Po. tubulosus, por meio
de medidas tomadas ao longo de todo o periodo de antese. Uma flor de cada individuo
foi selecionada ao acaso e ensacada em pré-antese, desensacada por ocasido da antese e
monitoras ao longo de um mesmo dia em Pa. macrobotrys (n=7) ou ao longo dos dias
de antese em Po. tubulosus, a qual obteve variagdo em seu nimero amostral diario
devido a sua longevidade. Nas medidas de néctar noturno e diurno foram utilizados dois
grupos diferentes de flores. Para cada flor amostrada, foram tomadas as medidas de
volume e de concentragdo de agucares no nectar em intervalos de duas horas. A fim de
manter 0 mesmo tempo de amostragem em cada flor, as medidas foram realizadas na
mesma sequéncia. ApoOs cada retirada, o néctar foi descartado e as flores foram
ensacadas novamente para evitar 0 acesso aos visitantes florais.

Em outras flores ensacadas, medidas de néctar acumulado foram tomadas as
12:00 h para Pa. crocea (n=6), Pa. macrobotrys (n=7), Pa. rigida (n=15) e Po.
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tubulosus (n=10), sendo que cada flor utilizada foi retirada de individuos diferentes. O
volume e a concentracdo de agucares no néctar foram avaliados separadamente para as
flores de ambos os morfos das espécies distilicas, Pa. crocea e Pa. rigida. Em Po.
tubulosus, as flores do primeiro periodo de antese foram as consideras para as medidas
de néctar acumulado, devido a auséncia de manipulacdo anterior.

O volume do néctar foi medido com o auxilio de microseringa (precisao * 2 uL)
em flores ensacadas na pré-antese. A concentracdo de acucares no néctar foi medida
com auxilio de refratbmetro de bolso (0-32%). Para verificar se o volume e a
concentracdo de acucares no néctar diferem ao longo do dia foi utilizada Anova para
Medidas Repetidas, e para verificar diferencas nos valores de néctar nas diferentes

espécies foi realizado Teste de Kruskal-Wallis (Zar 1984).

Frequéncia de visitas

Os beija-flores foram registrados por meio de observacdes focais, num total de 15.197
minutos, durante todo o periodo de antese das flores, das 06:00 as 17:00 h. Os beija-
flores foram identificados com o auxilio de guias de campo (Ruschi 1982; Grantsau
1988) e fotografias tomadas durante as visitas, sendo que a ordem taxonémica e a
nomenclatura cientifica das espécies citadas seguiu o Comité Brasileiro de Registros
Ornitolégicos (CBRO 2011). Foram registrados o horario, a frequéncia relativa de
visitas e as taxas de visitas (nimero de visitas por nimero de flores observadas por
minuto) distinguindo-as em: legitimas (polinizacdo), quando houve contato do beija-flor
com as estruturas reprodutivas das flores ou visitas ilegitimas (pilhagem), quando nédo
ocorreu o contato (Pellmyr 2002). As flores de Po. tubulosus duram mais de um dia,

devido a isso foi realizado uma noite de observagdo focal noturna em dois individuos
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por 584 minutos (das 19:44 h as 05:30 h), a fim de verificar a presenca de possiveis

visitantes noturnos.

Sistema reprodutivo

Para o estudo do sistema reprodutivo foram realizados experimentos de polinizagdo
manual, com os seguintes tratamentos: autopolinizacdo espontéanea (flores ensacadas em
pré-antese e deixadas intactas), autopolinizagdo manual (pdlen transferido para o
estigma da mesma flor), geitonogamia (polen transferido para outra flor do mesmo
individuo), polinizacdo cruzada (pélen transferido para flor de outro individuo),
apomixia (flores emasculadas em pré-antese) e controle convencional (flores néo
manipuladas com livre acesso dos visitantes).

Em Po. tubulosus foi realizado tratamento adicional de controle (controle
emasculado), cujas flores foram emasculadas e deixadas desensacadas, com livre acesso
aos visitantes. Além disso, para esta mesma espécie, foram realizados dois tratamentos
de polinizacdo cruzada a fim de avaliar diferencas na carga de polen: cruzada 1:1, cujo
polen de uma flor doadora foi transferido para uma flor receptora e cruzada 1:10, cujo
polen de uma flor doadora foi transferido para dez flores receptoras (Faria & Araujo
2009).

Para a espécie distilica Pa. crocea foram realizados dois tratamentos de
polinizacdo cruzada: polinizacdo cruzada intramorfo (ilegitima) no qual foi transferido
polen para flor de outro individuo do mesmo morfo floral e polinizacdo cruzada
intermorfo (legitima) no qual foi transferido pdélen para flor de um individuo de outro
morfo floral.

Em todos os tratamentos, as flores foram selecionadas ao acaso, ensacadas na

pré-antese e os experimentos efetuados durante a antese. As flores foram ensacadas
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novamente para verificacdo da formacdo de frutos. Os resultados desses tratamentos
foram comparados aos obtidos para as flores marcadas com livre acesso dos visitantes.
O numero de individuos das espécies estudadas que receberam os tratamentos variou de
acordo com o tamanho da populacdo encontrada e a quantidade de flores disponiveis. O
sistema reprodutivo de Pa. rigida ndo foi avaliado, pois existe estudo que trata desse
aspecto (Machado et al. 2010). Para verificar se a formacdo de frutos difere entre os
tratamentos, foi utilizado o Teste Exato de Fisher. Em Po. tubulosus, a formacao de
frutos nos tratamentos de polinizacdo cruzada 1:1 e 1:10 foi comparada através da

Anova (Zar 1984).

Intensidade de polinizacao

Para verificar o efeito do nimero de visitas de beija-flores sobre o sucesso de formacéo
de frutos e sobre o nimero de sementes por fruto de Pa. crocea e Po. tubulosus, flores
em pré-antese foram emasculadas e ensacadas, e por ocasido da antese foram
desensacadas para a realizagdo dos experimentos. Neste experimento foram
considerados trés tratamentos para avaliar a intensidade de polinizagcdo: flores que
receberam uma visita, flores que receberam duas visitas e flores que receberam trés
visitas de beija-flor da mesma espécie de maneira legitima. Apds receberem o numero
desejado de visitas, as flores foram novamente ensacadas e monitoradas durante dois
meses em Pa. crocea e seis meses em Po. tubulosus para registrar a formacao de frutos
e de sementes. Para este experimento, foi considerado um individuo de planta para cada
um dos tratamentos descritos acima. O efeito do niumero de visitas sobre a formacéao de
frutos foi avaliado através do Teste Exato de Fisher. A massa dos frutos e das sementes,

bem como o numero de sementes produzidas entre os tratamentos foram comparados
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utilizando Kruskal-Wallis e Wilcoxon a posteriori ou Anova e Tukey a posteriori (Zar

1984).

Resultados

Fenologia de floracao

Palicourea macrobotrys, Pa. rigida e Po. tubulosus floresceram duas vezes, e
Pa. crocea floresceu uma vez durante os dois anos de estudo (Fig 3). No local de
estudo, estas espécies floresceram durante a estacdo chuvosa ou inicio da seca (Fig. 1).
Para Po. tubulosus, a floragdo em 2010 foi mais intensa que em 2009, coincidindo com
0 pico das chuvas (Fig. 1), e para as demais espécies a intensidade foi semelhante nos
dois anos de estudo. A frutificacdo de todas as espécies ocorreu logo ap6s o pico de
floragdo, durando em média dois meses nas espécies Pa. macrobotrys e Pa. rigida e oito

meses em Po. tubulosus (Fig. 3).
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Figura 3 - Fenologia de floracdo e frutificacdo de (A) Palicourea crocea, (B)

Palicourea macrobotrys, (C) Palicourea rigida e (D) Pogonopus tubulosus (Rubiaceae)

ao longo de 24 meses na Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul.
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Morfologia e biologia floral

As quatro espécies apresentam flores hermafroditas e tubulares com coloracéo entre
amarelo e alaranjado em Pa. crocea, amarelo em Pa. macrobotrys e Pa. rigida ou rosa

em Po. tubulosus (Fig. 4).

Palicourea crocea

As flores sdo dispostas em inflorescéncias do tipo panicula cimosa pedunculada
terminal. S8o heterostilicas, pentameras e a corola apresentou 0 menor comprimento
dentre as Palicourea estudadas (Tab. 1). Suas flores apresentam antese diurna e duragéo

de um dia.

Palicourea macrobotrys

As flores sdo dispostas em inflorescéncias do tipo panicula cimosa piramidal terminal.
Sado homostilicas, pentameras e a espécie apresentou o menor nimero de flores em
antese por individuo por dia (Tab. 1). Esta espécie apresenta antese diurna, sendo que 0
inicio do processo de abertura ocorreu por volta das 05:30 h e as 08:00 h todas as flores
estavam totalmente abertas. Os lobos estigmaticos iniciaram sua abertura logo ap6és a
antese (06:00 h) e estavam receptivos a partir das 06:30 h. Por volta das 15:00 h o
estigma comecou a escurecer, entretanto permaneceu receptivo até fim da tarde, por
volta 17:00 h. A corola permaneceu vistosa até 13:00 h, quando comegou a murchar,

entretanto, as flores permaneceram na planta, caindo no segundo dia apos a antese.

Palicourea rigida
As flores séo dispostas em inflorescéncias cimosas pedunculadas terminais. S&o

heterostilicas, pentdmeras e a corola apresentou o maior comprimento dentre as
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Palicourea estudadas (Tab. 1). As flores possuem antese diurna sendo que as 05:00 h
estavam completamente abertas e permaneceram vistosas até as 14:00 h. No segundo

dia apos a antese, todas as flores estavam caidas.

Pogonopus tubulosus

As flores sdo dispostas em inflorescéncias pedunculadas terminais e possuem bracteas
em suas axilas. S&o homostilicas, pentameras, algumas vezes tetrameras e apresentam
duracdo de trés dias. O comprimento da corola ndo variou (F=0,7; p=0,47) entre as
flores de diferentes idades (Tab. 1). De modo semelhante, o diametro da corola nédo
diferiu (F=0,44; p=0,65) entre flores de diferentes idades (Tab. 1). Por outro lado, a
abertura da corola foi maior (F=5,41; p=0,006) em flores de terceiro dia (Tab. 1) do que
em flores de primeiro dia (p=0,005; Teste de Tukey a posteriori). O comprimento do
estilete (Tab. 1) também diferiu (F=21,3; p<0,001) entre flores de primeiro e segundo
dia (p<0,001). Os estames ndo apresentaram variacdo (F=0,83; p=0,44) ao longo do
periodo de antese (Tab. 1)

A maior parte das flores de Po. tubulosus abre no periodo noturno,
principalmente entre 20:00 h e 23:00 h. Entretanto, foram observadas algumas flores
abrindo as 15:00 h e outras as 01:30 h.

Durante o primeiro periodo noturno, em que as flores estavam abertas, os filetes
estavam eretos e as anteras voltadas para a parte central da flor, com as tecas fechadas.
O estilete estava localizado abaixo da abertura da corola e o estigma fechado. Na manha
seguinte, por voltas das 06:00 h, as tecas encontravam-se abertas e 86% dos gréos de
polen estavam viaveis. O estilete estava localizado abaixo da abertura da corola, com o

estigma fechado (Fig. 5 A).
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No segundo periodo noturno, os filetes apresentavam-se eretos, as anteras
voltadas para cima com as tecas abertas e 88% do polen viavel. O estilete estava
alongado, posicionado na altura da abertura floral. No segundo periodo diurno da
antese, os filetes estavam curvados, as anteras continuavam abertas e voltadas para
cima, a viabilidade dos grdos de pdlen permanecia em 88% (Fig. 5 B). Os lobos
estigmaticos da maioria das flores observadas comecgaram a abrir ao longo do dia, sem
um horario padrdo e apés o inicio de sua abertura, os estigmas tornando-se bifidos e
receptivos em duas horas. Aproximadamente as 17:00 h as anteras comecavam a fechar
e murchar.

No terceiro periodo noturno, a corola permanecia vistosa e as flores que ainda
ndo estavam receptivas iniciavam o processo ao longo da noite (Fig. 5 C). Ao final do
terceiro periodo diurno de antese, mesmo que a corola caisse, 0 estigma permanecia

receptivo e 73% dos grdos de pdlen estavam viaveis.
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Figura 4 - Flores de (A) Palicourea crocea, (B) Palicourea macrobotrys, (C)

Palicourea rigida e (D) Pogonopus tubulosus, espécies ornitofilas de Rubiaceae
presentes na Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul. Fotos: (A) Eder Afonso Don4; (C)

Waldemar Guimaraes Barbosa Filho.
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Tabela 1 - Altura (m), nimero de flores em antese por individuo por dia e caracteristicas morfologicas das flores de quatro espécies ornitofilas de Rubiaceae

na Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul. Em Pogonopus tubulosus, f.e. refere-se a fase estaminada (primeiro dia), f.i. refere-se a fase intermediaria

(segundo dia) e f.p. refere-se a fase pistilada (terceiro dia).

Altura Elores Comprimento | Diametro da Abertura Comprimento | Comprimento
Esp&ci +d +d da corola corola da corola do estilete dos estames
Specie x=dp x=dp x+dp x+dp x+dp x+dp xxdp
") ") (n) (n) (n) (n) (n)
Palicourea 15+04 (11,8+108 (128+1/4 / / / /
crocea Q) ©) ©)
Palicourea 22+0,7 |16+x17,1 |159%0,7 3,7£0,1 6,0£1,0 119+0,9 54+0,3
macropotrys | 10 (10) 7) (7) (7) 7) (7)
Palicourea 1,7£0,7 [86+116 (168%1,2 / / / /
rigida (15) (15) (15)
(fe) (fi) (fp)|(fe) (fi) (fp)|(fe) (fi) (fp)|(fe) (fi) (fp)|(fe) (fi) (fp.)
+ +
Pog?mp”s 3oL15 113£219 1587 309 337 (49 48 49 |105 116 122 |296 340 361|352 359 36.2
tubulosus (30) (21) + + + + + ot + + + + + + + + +
33 26 32 |06 06 055(26 16 13 |36 40 39 |37 28 24
(27) (30) (29) |(27) (30) (29) |(27) (30) (29) [(27) (30) (29) [(27) (30) (29)
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Figura 5 - Flores representativas de Pogonopus tubulosus durante (A) primeiro periodo

de antese (noturno e diurno), (B) segundo periodo de antese (noturno e diurno) e (C)

terceiro periodo de antese (noturno e diurno).

Néctar

Palicourea macrobotrys

O volume e a concentracdo de agucares no néctar de Pa. macrobotrys tiveram os valores
mais altos no periodo inicial da antese, com subsequente reducdo no volume (F=6,7;
p=0,04) e na concentracdo (F=7,7; p=0,01), de modo que apos as 13:30 h a producéo de

néctar cessou (Fig. 6).

Pogonopus tubulosus

Néctar noturno - No primeiro periodo noturno, ndo houve variagédo no volume (F=43,0;
p=0,11) e na concentragdo de agucares (F=22,2; p=0,08) entre os horarios de retirada de
néctar (Fig. 7). No segundo periodo noturno somente o volume sofreu queda (F=1551,4;
p=0,02) apds a primeira retirada e a concentragdo ndo variou (F=3,3; p=0,38) ao longo
das horas (Fig. 7). No terceiro periodo noturno, ndo houve variacdo no volume (F=5,5;

p=0,14) e na concentracdo (F=5,5; p=0,08) ao longo da noite (Fig. 7).
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Néctar diurno - Ao longo do primeiro periodo diurno de antese houve diminuicdo do
volume (F=10,7; p=0,001) e da concentracdo de acucares (F=10,3; p=0,001), que
permaneceram com baixos valores ao longo do dia (Fig. 7). No segundo periodo diurno,
tanto o volume quanto a concentracdo apresentaram valores iniciais semelhantes aos do
primeiro dia de antese, entretanto ndo houve variacdo no volume (F=2,6; p=0,19) e na
concentracdo de agucares (F=3,8; p=0,11) entre os horéarios (Fig. 7). No terceiro periodo
diurno, o volume (F=2,9; p=0,19) e a concentracdo de agucares no nectar (F=2,3;
p=0,17) ndo diferiram ao longo do dia (Fig. 7).

Quando comparado o somatdrio do volume e da concentracdo de néctar em
flores de primeiro, segundo e terceiro periodo diurno, cujo néctar foi retirado a cada
duas horas, houve diminui¢do no volume (F=3,9; p=0,04) e na concentracao de acucares

(F=5,2; p=0,01) em flores no terceiro periodo de antese (Fig 7).

Néctar acumulado das espécies ornitéfilas

Quando comparados os volumes e as concentrac@es de acucares no néctar acumulado
das espécies estudadas, observa-se que Pa. macrobotrys apresentou o menor volume
(K=12,6; p=0,005) e concentragdo de acucares (F=13,7; p<0,001) quando comparado ao
volume (p=0,042; Teste de Wilcoxon a posteriori) e concentracdo de acucares de Pa.
rigida (p=0,0003; Teste de Tukey a posteriori) (Fig 8). Palicourea macrobotrys também
apresentou menor volume (p=0,01; Teste de Wilcoxon a posteriori) e concentracdo de
néctar acumulado (p=0,00008; Teste de Tukey a posteriori) quando comparado a Po.
tubulosus (Fig 8). O volume do néctar de Po. tubulosus foi marginalmente superior ao
de Pa. crocea (p=0,058; Teste de Wilcoxon a posteriori) (Fig. 8). Palicourea crocea
apresentou maior concentracdo de agucares no néctar acumulado que Pa. macrobotrys

(p=0,00001; Tukey a posteriori) e marginalmente maior concentracdo também em
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relacdo a Pa. rigida (p=0,066) (Fig. 8). O volume e a concentracdo de agucares no
néctar foram verificados separadamente para as espécies distilicas, Pa. crocea e Pa.
rigida, entretanto foram apresentados sem distincdo por ndo haver diferencas no
volumes (F=0,24; p=0,65 e F=0,19; p=0,67) e na concentracdo (F= 0,10; p=0,77 e

F=0,47; p=0,50) entre os morfos florais das respectivas espécies.
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Figura 6 - Média e desvio padrdo do volume e concentracdo de agucares no néctar de
Palicourea macrobotrys (n=7) em intervalos de duas horas na Serra de Maracaju, Mato

Grosso do Sul.
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Figura 8 - Volume e concentracdo de agucares no néctar acumulado em flores de Unico
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(n=15) e flores de primeiro periodo diurno de Pogonopus tubulosus (n=10) na Serra de

Maracaju, Mato Grosso do Sul.
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Frequéncia de visitas

Cinco espécies de beija-flores visitaram as flores das Rubiaceae estudadas, Phaethornis
pretrei (Lesson & Delattre), Chrysolampis mosquitus (Linnaeus), Chlorostilbon lucidus
(Shaw), Thalurania furcata (Gmelin) e Hylocharis chrysura (Shaw). Machos e fémeas
de C. lucidus foram os visitantes mais frequentes de Pa. rigida, tendo realizado somente
visitas legitimas (Tab. 2). Em Pa. macrobotrys foram registradas visitas de P. pretrei e
de fémeas de T. furcata. Embora as fémeas de T. furcata tenham realizado também
algumas visitas ilegitimas, foram os visitantes mais frequentes de Pa. macrobotrys
(Tab. 2; Fig. 9). As flores de Po. tubulosus foram visitadas legitimamente por P. pretrei
e por fémeas de T. furcata, o visitante mais frequente dessa espécie. Machos de T.
furcata pilharam as flores de Po. tubulosus (Tab. 2). Os Unicos visitantes de Pa. crocea
foram as fémeas de T. furcata (Fig. 9). Foram observadas visitas ocasionais de
mariposas e borboletas em flores de Pa. rigida e Po. tubulosus, e algumas flores
pilhadas por abelhas em Po. tubulosus. N&o foi observado nenhum visitante floral

noturno nas flores desta espécie.
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Tabela 2 - Taxa de visitas [(numero de visitas por numero de flores observadas por

minuto) * 10.000] legitimas (l) e ilegitimas (i) de beija-flores as espécies ornitofilas na

Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul.

Espécies de plantas

Espécies de beiia-flor Palicourea Palicourea Palicourea Pogonopus
P J crocea macrobotrys rigida tubulosus

Phaethornis pretrei / 0.19.() / 0.12.(1
Chrysolampis mosquitus 35 | / 0,12 () /
Chrysolampis mosquitus @ | / 0,04 (I /
Chlorostilbon lucidus & / / 0,63 () /
Chlorostilbon lucidus / / 0,64 () /

0,37 ()
Thalurania furcata & / / 0.51(1 0,11 (i)

8,47 (1) 0,15 (D)

Thalurania furcata @ 0.63 (I) 0,09 (i) 0,05 (i) 0,96 (1)
Hylocharis chrysura / / 0,09 () /
Tempo (minutos) 1100 793 2452 11572
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Figura 9 - Frequéncia relativa de visitas das espécies de beija-flores as flores de quatro

espécies de Rubiaceae na Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul.
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Sistema reprodutivo

Palicourea crocea

Os tratamentos de autopolinizacdo espontanea e de apoximia ndo formaram frutos (Tab.
3). De acordo com o Teste Exato de Fisher, a formagdo de frutos no tratamento de
controle convencional ndo diferiu significativamente (p>0,05) em relacdo aos
tratamentos de cruzada intramorfo, cruzada intermorfo, autopolinizagdo manual e

autopolinizacdo espontanea (Tab. 3).

Palicourea macrobotrys
A autopolinizacdo espontanea apresentou maior formacéo de frutos quando comparada
ao controle convencional (Tab.4). N&o houve formacéo de frutos somente no tratamento

de apomixia (Tab. 4).

Pogonopus tubulosus

Os tratamentos de geitonogamia e de polinizagdo cruzada 1:10 obtiveram maior sucesso
na formacdo de frutos quando comparados ao controle convencional (Tab. 5). O
controle emasculado obteve maior sucesso reprodutivo comparado a autopolinizacéo
espontanea e o Unico tratamento em que ndo houve formacdo de frutos foi apomixia
(Tab. 5). Ndo houve diferenca quanto a massa dos frutos (F=0,15; p=0,69), massa das
sementes (F=0,22; p=0,65) ou nimero de sementes formadas (F=1,28; p=0,27) entre 0s

tratamentos cruzada 1:1 e 1:10 (Tab. 5).
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Tabela 3 - Formacdo de frutos a partir de testes de polinizacdo artificial em flores de

Palicourea crocea na Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul.

Frutos (flores tratadas)

Frutos (%)

Cruzada intramorfo 3(4) 75
Cruzada intermorfo 5 (6) 83
Autopolinizagdo manual 3(4) 75
Autopolinizagdo espontanea 0 (7) 0
Controle convencional 2(7) 29
Apomixia 0(4) 0

Tabela 4 - Formacdo de frutos a partir de testes de polinizacdo artificial em flores de

Palicourea macrobotrys na Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul. Letras sobre-

escritas diferentes indicam valores significativamente diferentes (p<0,05; Teste Exato

de Fisher).
Frutos (flores tratadas) Frutos (%0)
Cruzada 1:1 3(6) 50*P
Autopolinizacdo manual 5 (6) 83*P
Autopolinizacdo espontanea 6 (6) 100
Controle convencional 1(5) 20°
Apomixia 0(4) 0
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Tabela 5 - Formacao de frutos, massa dos frutos (g), massa das sementes (g), nimero total de sementes e nimero de sementes por fruto a partir

de testes de polinizacdo artificial em flores de Pogonopus tubulosus na Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul. Letras sobre-escritas diferentes

indicam valores significativamente diferentes (p<0,05; Teste Exato de Fisher).

Erutos Massa dos Massa das N° total de
(flores tratadas) Frutos (%) frutos sementes sementes * Sementes/fruto *
X+ dp (n) Xtdp*
Cruzada 1:1 16 (20) gorLeder 0,138 + 0,051 (15) 0,053 + 0,026 18776 1251,7 + 607,7
Cruzada 1:10 16 (18) ggreder 0,129 £ 0,077 (13) 0,0469 £ 0,034 12392 953,2 + 789,5
Geitonogamia 17 (19) gprbeef / / / /
Autopqllnlza(;ao 06 (20) gprbede / / / /
espontanea
Controle b.d.e.f
convencional 14(26) 54 / / ! /
Controle 16 (24) 730 caf / / / /
emasculado
Apomixia 0 (21) 0 / / / /

* Massa das sementes, Nimero total de sementes e Sementes/fruto possuem mesmo nimero amostral de Massa dos frutos.
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Intensidade de polinizacao

Palicourea crocea

N&o houve diferenca na formacdo de frutos apds uma, duas ou trés visitas (p>0,05;
Teste Exato de Fisher) de fémeas de T. furcata as flores desta espécie (Tab. 6). Néo foi
possivel testar diferencas quanto a massa dos frutos, das sementes e o nuimero de

sementes devido ao niumero de frutos formados ter sido baixo.

Pogonopus tubulosus

O sucesso de formacéo de frutos é o mesmo quando P. pretrei realiza uma, duas ou trés
visitas na mesma flor (Tab. 7). Uma Unica visita de machos de T. furcata resultou em
sucesso de frutificagdo semelhante ao encontrado em duas ou trés visitas (Tab. 7). O
mesmo ocorreu para as fémeas, cujo percentual de frutos formados ndo diferiu entre
uma, duas ou trés visitas (Tab. 7). De acordo com Teste Exato de Fisher, ndo ha
diferenca entre 0 numero de visitas (uma, duas ou trés) e a formacdo de frutos para um
dado visitante floral (p>0,05).

N&o houve diferenca para massa dos frutos (F=0,6; p=0,5 e K=3,4; p=0,18),
massa das sementes (F=1,1; p=0,43 e K=5,0; p=0,08) e nimero de sementes (F=1,9;
p=0,30 e K=2,6; p=0,26) em resposta ao nimero de visitas de, respectivamente, machos
e fémeas de T. furcata (Tab. 7). Entretanto a massa das sementes produzidas apos trés
visitas de fémeas de T. furcata tende a ser maior quando comparada aquela obtida apos
duas visitas (p=0,067; Teste de Wilcoxon a posteriori).

Né&o foi possivel testar diferencas quanto a massa dos frutos, das sementes e o
nimero de sementes em resposta a visitas de P. pretrei devido ao numero de frutos

formados ter sido baixo.
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Tabela 6 - Formacao de frutos, massa dos frutos (g), massa das sementes (g), nimero total de sementes e nimero de sementes por fruto a partir

do teste de intensidade de polinizacdo em flores de Palicourea crocea na Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul.

- N°de  Frutos Frutos Massa dos Massa das N° total de Sementes/fruto *
Especie visitas  (flores tratadas) (%0) frutos sementes sementes *
xxdp (n) xtdp*
1 0(4) 0 / / / /
Thalurania furcata 9 2 2(3) 66 0,051 +0,002 (2) 0,029+0,002 3 1,5
3 1(3) 33 0,042 (1) 0,022 1 1

* Massa das sementes, Numero total de sementes e Sementes/fruto possuem mesmo nimero amostral de Massa dos frutos.

39



Tabela 7 - Formacao de frutos, massa dos frutos (g), massa das sementes (g), nimero total de sementes e nimero de sementes por fruto a partir

do teste de intensidade de polinizacdo em flores de Pogonopus tubulosus na Serra de Maracaju, Mato Grosso do Sul.

Espécie Nf’ (_je Frutos Frutos m?tsgs dos L\z/elrarllsesr?tgss L\Iec;rfgrt]?égi Sementes/fruto *

Visitas (flores tratadas) (%b) x % dp (n) X+ dp *

1 1(5) 20 /(1) 0,016 200 200
Phaethornis pretrei 2 2 (5) 40 0,090 (1) 0,026 294 294

3 2 (5) 40 0,050 (2) 0,024 668 668

1 3(5) 60 0,089 + 0,037 (3) 0,030 £ 0,019 1.905 635 + 325
Thalurania furcata §& 2 2 (4) 50 0,125+ 0,043 (2) 0,045 £ 0,017 2.018 1.009 £ 362

3 1(3) 33 0,082 (1) 0,011 226 226

1 6 (13) 46 0,135 + 0,055 (4) 0,040 + 0,027 3.322 830 + 613
Thalurania furcata @ 2 7(12) 58 0,090 + 0,063 (5) 0,017 £ 0,015 2.135 427 + 477

3 5 (10) 50 0,196 + 0,028 (4) 0,062 + 0,030 5.266 1.317 £ 903

* Massa das sementes, Numero total de sementes e Sementes/fruto possuem mesmo ndmero amostral de Massa dos frutos.

40



Discussao

Fenologia de floracao

A floragcdo de Pa. macrobotrys, Pa. rigida e Po. tubulosus ao longo do estudo,
indicaram que estas sdo anuais com floracdo de duracdo intermediaria em Pa.
macrobotrys e Pa. rigida, e com duracdo prolongada em Po. tubulosus (sensu
Newstrom et al. 1994). O periodo de floragdo de Pa. crocea ao longo de dois anos
sugere um padrdo de floracdo bianual com duracdo breve (sensu Newstrom et al. 1994).
O padrdo de floracdo de espécies ornitofilas €, em sua maioria, anual (Buzato et al.
2000), com duracdo intermediaria (Cruz et al 1996; Araujo & Sazima 2003) ou
prolongada (Sazima et al. 1995; Coelho & Barbosa 2003), o que pode permitir uma
constancia na disponibilidade de recursos aos polinizadores (Araujo et al. 1994). As
espécies de Rubiaceae presentes na floresta semidecidua, juntas, disponibilizaram flores
ao longo de oito meses (novembro a junho), sendo importante recurso principalmente
para os beija-flores residentes (Araujo & Sazima 2003), T. furcata e P. pretrei.

Palicourea macrobotrys e Po. tubulosus apresentaram sobreposi¢do no periodo
de floracdo e partilharam o mesmo polinizador principal (fémeas de T. furcata). A
partilha de polinizadores pode ocasionar mistura de pélen e prejudicar a polinizacéo,
mesmo que as flores visitadas possuam comprimentos diferentes de corola (Murcia &
Feinsinger 1996). Embora Pa. crocea e Pa. macrobotrys partilhassem o mesmo
polinizador, a auséncia na sobreposicdo em seu periodo de floracdo evitou uma possivel
mistura de pdlen e consequentemente a ineficiéncia na polinizag&o.

Palicourea rigida, a Unica espécie ornitdfila registrada no cerrado rupestre, teve
periodo de florag&o curto, aproximadamente trés meses (outubro a dezembro), diferindo
do registrado em estudo realizado no Brasil Central, onde floresceu por sete meses

(Machado et al. 2010). No entanto, podem ocorrer mudancgas na duracdo da floragdo de
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especies tropicais com ampla distribuicdo (Machado et al. 2010) devido a exposicao de
diferentes pressdes ambientais. A floracdo de espécies ornitdfilas possui alto custo
(Rocca & Sazima 2010) devido a presenca de flores grandes e recursos mais
energéticos, e pode ser limitante em ambientes frios, com baixa produtividade de
plantas e em solos pobres em nutrientes (Cronk & Ojeda 2008).

A floracdo das espécies do presente estudo concentrou-se durante toda a estagédo
chuvosa e inicio da seca, como em outros estudos realizados na Floresta Atlantica
(Martin-Gajardo & Morellato 2003; Pereira et al. 2006). A floracdo em periodos
chuvosos pode estar associada ao fato que os primordios florais, estagnados durante
seca, desenvolvem-se no inicio da estacdo chuvosa, devido a0 aumento da umidade no
ambiente (Pereira et al. 2008). Em florestas tropicais a precipitacdo favorece o aumento
de nutrientes no solo devido a decomposicdo da serrapilheira (Morellato 1992), o que
pode induzir a floracdo de diversas espécies ornitofilas, como sugerido em estudos cujo
pico de floracdo ocorreu na estacdo chuvosa (Sazima et al. 1995; Cruz et al. 1996;

Buzato et al. 2000; Araujo & Sazima 2003).

Morfologia e biologia floral

As caracteristicas florais das espécies de Rubiaceae estudadas, como corola tubular de
coloracdo vistosa (amarelo, vermelho ou rosa), auséncia de odor, antese diurna bem
como a posicdo terminal das flores na inflorescéncia, estdo de acordo com os atributos
florais descritos para sindrome de ornitofilia (Faegri & van der Pijl 1979; Rocca &
Sazima 2010).

Em Po. tubulosus, as flores estdo abertas e funcionais também durante o periodo
noturno, caracteristicas associadas as sindromes de quiropterofilia e esfingofilia (Faegri

& van der Pijl 1979). Apesar de oferecer recursos para polinizadores alternativos, néo
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foi observado visitantes noturnos nas flores de Po. tubulosus possivelmente devido a
auséncia de odor. O fato de suas flores possuirem antese assincrénica, com producao de
néctar em todas as fases da antese, permite a oferta de recursos aos polinizadores
durante todo o periodo de antese das flores, de modo semelhante ao registrado para
Manettia luteorubra que também possui flores com antese assincronica e producdo de
néctar ao longo de quatro dias de duracao da flor (Passos & Sazima 1995).

A protandria € uma caracteristica comumente observada em espécies de
Rubiaceae ornitéfilas como Pentagonia macrophylla (McDade 1986) e Ferdinandusa
speciosa (Castro & Oliveira 2001). As flores de Po. tubulosus sdo protandricas e,
mesmo apos o segundo dia de antese, quando se inicia a fase feminina, ndo foi
observada a retracdo dos estames ou inviabilidade dos grdos de pdlen, demonstrando
que a separacdo das estruturas sexuais € classificada como incompleta, devido a
sobreposicao das fases masculina e feminina (Lloyd & Webb 1986).

As flores do género Palicourea estudadas apresentaram antese sincrénica o que,
juntamente com a presenca de cores contrastantes, podem ampliar a atracdo visual para
os beija-flores (Coelho & Barbosa 2003). Além disso, a similaridade no periodo de
floracdo e na morfologia floral entre os morfos de Pa. crocea e Pa. rigida também
podem favorecer a localizacdo das flores pelos polinizadores, como registrado em
Palicourea longepedunculata (Silva et al. 2010), sugerindo facilitacdo nos servigos de
polinizag&o entre as espécies.

Facilitacdo e competicdo entre espéecies de plantas pelos servigos de polinizacéo
constituem dois extremos de um continuo que varia em funcdo da densidade
populacional (Rathcke 1983). Espécies que compartilhnam caracteristicas florais podem
coexistir e, ao invés de competirem pelos servi¢cos do polinizador, podem ter sua

polinizacdo facilitada (Rathcke 1983; Callaway 1995), caso a atracdo do polinizador

43



seja maior em plantas com caracteristicas florais menos diversificadas (Schemske
1981).

Embora a distilia seja considerada comum as espécies de Palicourea (Taylor
1997), alguns estudos vém demonstrando a presenca da homostilia no género. A
populacdo de Pa. macrobotrys estudada possuiu flores homostilicas, assim como o
registrado em algumas populaces no Cerrado (Coelho & Barbosa 2003; Consolaro et
al. 2009). E possivel que Pa. macrobotrys tenha passado por uma quebra da distila
tornando-se homostilica (Consolaro et al. 2009). A auséncia de reciprocidade no
posicionamento do estigma e anteras e o fluxo de polen em desequilibrio sao fatores que
podem levar a essa quebra (Consolaro et al. 2009). A quebra da distila € um processo
que pode ocorrer em populacdes isoladas, ou pode se tornar caracteristico da espécie
(Ganders 1979; Coelho & Barbosa 2003). Entretanto, ainda néo se pode afirmar que Pa.
macrobotrys seja de fato uma espécie homostilica, sendo necessarios estudos em outras
populacdes localizadas em diferentes regibes geograficas para confirmar essa

caracteristica (Coelho & Barbosa 2003).

Néctar

Em Pa. macrobotrys a oferta maxima de néctar no inicio da manha e a auséncia deste
recurso apos as 12:00 h pode ter sido afetada pela remocdo de néctar (Freitas e Sazima
2001). A remocéo de néctar em intervalos de duas horas, semelhante ao que ocorreria
em flores abertas aos visitantes florais, pode diminuiu a producdo de néctar ao longo da
manhd, como encontrado em outras espécies ornitofilas (Freitas & Sazima 2001,
McDade & Weeks 2004). A quantidade de néctar disponivel pela manha e auséncia da

renovacdo de néctar a tarde sugere que as flores de Pa. macrobotrys estimulem mais
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visitas de polinizadores no periodo matutino, e de fato, todas as visitas de beija-flores
ocorreram neste periodo.

Apesar da reducdo nos valores de volume e concentracdo de agucares no néctar
em Po. tubulosus apos as primeiras retiradas de néctar pelo manipulador, suas flores
continuaram a produzir este recurso ao longo dos trés dias e noites de sua longevidade,
demonstrando que Po. tubulosus € capaz de repor o nectar possivelmente exaurido pelas
visitas dos beija-flores (McDade & Weeks 2004), ao contrario de Pa. macrobotrys, que
ndo produz néctar ao longo de toda sua antese. A diminuicdo na producdo de néctar ao
longo do tempo em flores com longa duracdo também é conhecida para outras espécies
(McDade 1986; Castro & Oliveira 2001; Freitas & Sazima 2001; Ornelas & Ordano
2007). A implicacdo dessa baixa, porém constante producdo de néctar, para a
polinizacdo depende de como os visitantes florais responderdo aos padrGes de
recompensa (McDade & Weeks 2004).

Os valores de volume e concentracdo de agucares no néctar acumulado de Pa.
crocea, Pa. macrobotrys, Pa. rigida e Po. tubulosus sdo semelhantes aos registrados
para outras espécies ornitofilas de Rubiaceae (Passos & Sazima 1995; Castro & Oliveira
2001; Ornelas et al. 2004; Consolaro et al. 2009), entretanto sdo menores quando
comparados ao obtido para espécies ornitéfilas da Mata Atlantica (Buzato et al. 2000).
Dependendo da densidade de flores, baixos valores de volume e de concentragdo de
acucares no néctar estimulam maior deslocamento dos beija-flores, a fim de saciar suas
necessidades energéticas (Murcia 1996). Esta caracteristica pode instigar beija-flores a
adotar o modo de forrageamento em linhas de captura (“trapliner” sensu Feinsinger &
Colwell 1978), que pode ser vantajoso do ponto de vista da planta, pois aumenta as

chances de ocorrer polinizagédo cruzada (Linhart 1973).
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O menor volume e concentracdo de agucares no néctar de Pa. macrobotrys,
comparados aos de Pa. rigida e Po. tubulosus, e o fato desta ser homostilica e
autocompativel, pode diminuir sua dependéncia de visitantes florais para a reproducédo
(Baker 1955), sugerindo menor vulnerabilidade em relacdo aos servicos de polinizagéo.
Por outro lado, Pa. crocea possui floracdo de duragéo breve e é distilica, caracteristicas
que tornam essa espécie dependente da atuacdo de polinizadores para que ocorra a
polinizacdo cruzada entre individuos de morfos florais diferentes. A maior concentracao
de acucares no néctar encontrada em Pa. crocea pode compensar o curto periodo de
floracdo e a baixa quantidade de flores em antese, sendo o suficiente para atrair e manter

seus polinizadores (Franceschinelli 2005).

Frequéncia de visitas

Os Trochilinae foram os principais visitantes florais das espécies ornitéfilas de
Rubiaceae na Serra de Maracaju, assim como o registrado em estudos realizados na
Mata Atlantica e no Cerrado (Freitas & Sazima 2001; Castro & Araujo 2004; Consolaro
et al. 2009).

Na floresta semidecidua, fémeas de T. furcata foram observadas durante sete
meses ao longo do periodo de estudo e foram os visitantes mais frequentes tanto de Pa.
crocea quanto de Pa. macrobotrys e Po. tubulosus, evidenciando seu potencial como
polinizador e sua consequente importancia para o sucesso reprodutivo destas espécies
de Rubiaceae. Outros estudos também apontaram T. furcata como um dos principais
polinizadores de espécies de Rubiaceae ornitéfilas devido a sua frequéncia e
comportamento de visitas (Coelho 2007; Consolaro et al. 2009).

Em Po. tubulosus, as fémeas de T. furcata apresentaram comportamento de

forrageamento em linhas de captura (“trapliner” sensu Feinsinger & Colwell 1978)

46



visitando flores em intervalos constantes, que variaram de dez minutos no inicio da
floracdo a duas horas ao final, além de seguirem uma rota de visitas razoavelmente fixa,
como observado em outros estudos (Sazima et al 1996; Coelho 2007). Este
comportamento apresentado por T. furcata pode ser mais eficiente para a reproducédo de
Po. tubulosus devido a frequéncia constante com que visitou as flores desta espécie
(Linhart 1973).

Flores de Po. tubulosus possuem diversas caracteristicas associadas a
polinizacdo por beija-flores (Faegri & van der Pijl 1979), entretanto, a funcionalidade
das flores durante o periodo noturno diverge das caracteristicas relacionadas a sindrome
de ornitofilia. Ha na literatura casos de espécies que possuem antese noturna e diurna,
sendo polinizadas tanto por visitantes diurnos, no caso beija-flores, como também por
visitantes noturnos, como os morcegos (Sazima et al. 1994; Dar et al. 2006). Tais
espécies apresentam caracteristicas florais intermediarias entre as sindromes de
ornitofilia e quiropterofilia (Sazima et al. 1994). Apesar de Po. tubulosus produzir pélen
e néctar, e da funcionalidade de suas flores, ndo foi observado nenhum visitante floral
no periodo noturno. Possivelmente Po. tubulosus pode ser considerada uma espécie “em
transicdo” (Sazima et al. 1994), pois foi visitada somente por beija-flores, assim como
Paliavana sericiflora a qual também foi polinizada somente por visitantes diurnos
mesmo que tenha caracteristicas relacionadas a polinizacdo por vetores noturnos, como
por exemplo corola com ampla abertura e coloragdo esverdeada com pontos roxos, além
da producéo de grande quantidade de néctar (SanMartin-Gajardo & Sazima 2005).

As fémeas de T. furcata foram os unicos vetores de pdlen registrados durante as
observacdes focais em Pa. crocea, fato este que pode ser consequéncia do curto periodo
de floracdo desta espécie. Os frequentes registros visuais de T. furcata na floresta

semidecidua demonstram a versatilidade de T. furcata que pode ser considerada
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residente, além de organizadora das espécies ornitofilas estudadas (cf. Sazima et al.
1995; Rocca-de-Andrade 2006).

Palicourea macrobotrys foi a espécie que apresentou maior frequéncia de visitas
por T. furcata. As poucas flores abertas por individuo por dia e os baixos valores de
volume e concentragcdo de agucares no néctar apresentados podem ter influenciado T.
furcata a visitar mais flores de Pa. macrobotrys, a fim de satisfazer suas necessidades
energéticas

Palicourea rigida, unica espécie de Rubiaceae ornitdfila amostrada no cerrado
rupestre, foi visitada pelo maior numero de espécies de beija-flores. Este resultado pode
estar associado ao fato de ndo ocorrerem outras espécies ornitéfilas de Rubiaceae no
local (obs. pess.), de modo que seja um recurso importante para os beija-flores. Desta
forma é provavel que esteja ocorrendo competicdo entre os troquilideos do cerrado

rupestre pelo uso dos recursos oferecidos por essa espécie.

Sistema reprodutivo

Os resultados indicam que Pa. crocea pode ser considerada autocompativel devido a
formagdo de frutos a partir da autopolinizagdo manual. Além disso, ndo foi observado
incompatibilidade intramorfo em Pa. crocea, pois ndo houve diferencas em relacdo aos
cruzamentos intermorfo e intramorfo, demonstrando que o sistema de incompatibilidade
intramdrfico, uma das caracteristicas associadas a heterostilia (Ganders 1979), ndo esta
bem definido nesta populagao.

Palicourea macrobotrys ¢ uma das poucas espécies do género que pode ser
considerada homostilica, além de Palicourea alpina devido ao posicionamento das
anteras e estigma no mesmo nivel (Consolaro et al. 2009). Além disso, a

autocompatibilidade da espécie foi demonstrada pelo sucesso reprodutivo na
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autopolinizacdo manual. Estes resultados corroboram com o que foi encontrado em
outro estudo realizado em area de Cerrado (Coelho & Barbosa 2003), evidenciando a
homostilia e a autocompatibilidade em mais uma populacéo de Pa. macrobotrys.

A menor formacéo de frutos em condi¢cfes naturais comparada a formacao de
frutos resultante da autopolinizacdo espontanea de Pa. macrobotrys pode se dever ao
fato que as flores abertas a polinizadores se tornaram vulneraveis a presenca de
herbivoros (Mothershead & Marquis 2000). Estes danos podem diminuir a atratividade
das flores para polinizadores (Mothershead & Marquis 2000), além de inviabilizar a
polinizacdo, no caso de injurias as estruturas reprodutivas (Nara & Webber 2002). De
fato, ao longo do periodo de estudo foram observadas algumas inflorescéncias
inteiramente herbivoradas (obs. pess.).

Pogonopus tubulosus pode ser considerada autocompativel, pois a geitonogamia
foi o tratamento de maior sucesso reprodutivo. Embora a espécie apresente protandria,
mecanismo que diminui a possibilidade de ocorrer contato da antera com o estigma
(Lloyd &Webb 1986), ela é autocompativel, assim como Ferdinandusa speciosa
(Castro & Oliveira 2001). Entretanto, depende dos beija-flores para a sua polinizacéo,
resultado evidenciado pelo alto sucesso reprodutivo do controle emasculado quando
comparado a autopolinizacdo espontanea.

A menor produgdo de frutos no controle convencional comparado aos
tratamentos de polinizacdo manual (cruzada 1:10 e geitonogamia) em Po. tubulosus,
sugere limitacdo polinica em flores polinizadas sob condi¢des naturais quando
comparadas as polinizadas manualmente (Bierzychudek 1981), indicativo de deficiéncia
nos servicos de polinizagédo (Castro & Oliveira 2001).

O sucesso reprodutivo obtido para controle convencional e controle emasculado

indicou que as flores com anteras presentes obtiveram a mesma formacéo de frutos que
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as das flores emasculadas. Isto demonstra que, mesmo com a possibilidade de ocorrer
autopolinizacdo no controle convencional, sua producéo de frutos foi equivalente a do
controle emasculado, o qual necessita da deposicdo de pdlen de outras flores para
frutificar, evidenciando que Po. tubulosus é dependente da polinizacdo para formacéo
de frutos.

A auséncia de diferencas na producdo de frutos, massa dos frutos, massa das
sementes e numero de sementes entre tratamentos de Cruzada 1:1 e 1:10 demonstrou
que Po. tubulosus ndo é condicionada pelas diferentes cargas de polen. Espécies com
superabundancia de évulos requerem maior quantidade de grdos de polen para fecundar
a maioria de seus 6vulos (Ramirez & Berry 1995), entretanto isto ndo se aplica a Po.
tubulosus, pois a deposicdo de pequena quantidade de grdos de pélen foi o suficiente

para assegurar a formacéo de frutos e sementes nessa espécie.

Intensidade de polinizacao

A auséncia de diferencas na formacéo de frutos em Pa. crocea em relagdo ao aumento
do numero de visitas de fémeas de T. furcata pode estar associado ao pequeno numero
de individuos encontrados, o que implica em uma possivel reducdo no fluxo de polen
nesta populagdo. De acordo com “Allee effect”, populagcdes pequenas estdo sujeitas a
uma baixa fecundidade e consequentemente a um decréscimo na sua reproducao (cf.
Courchamp et al. 1999).

Além disso, o fato de ndo terem sido encontradas diferencas na formacdo de
frutos em Po. tubulosus a partir de experimentos de intensidade com machos de T.
furcata e P. pretrei podem indicar que apenas uma visita as flores € o suficiente para
fecundar parte de seus Ovulos. Em um estudo realizado na Serra de Maracaju foi

observado que o pdlen de Po. tubulosus foi depositado em locais diferentes no corpo de
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beija-flores, sendo que os machos de T. furcata apresentaram polen no bico e na cabeca,
e em P. pretrei foi encontrado graos de polen no bico, na cabeca e na garganta (Dona
2011). Isso pode ser resultado da mudanca de posi¢édo das anteras no decorrer da antese
(Fig. 5), ou ainda devido a variagdes morfoldgicas dos beija-flores (Wilson & Thomson
1991). A deposicdo de polen em diferentes regibes do corpo dos beija-flores
possivelmente influenciou negativamente a eficiéncia na polinizacdo destas espécies,
tendo em vista que parte dos gréos de polen provavelmente foram desperdicados por
ndo entrarem em contato com estigma das flores visitadas.

Nos experimentos realizados ap6s visitas de fémeas de T. furcata também néo
houve diferencas no sucesso de formacéo de frutos, nem para massa do fruto, massa da
semente e numero de sementes por fruto. Esta auséncia de relacdo pode indicar que
poucos ou muitos graos de polen depositados no estigma irdo fecundar invariavelmente
a mesma quantidade de 6vulos, como foi observado nos tratamentos de cruzada 1:1 e
cruzada 1:10. Entretanto, é possivel que seja necessario maior nimero de visitas para
aumentar o sucesso de frutificacdo (Faria & Araujo 2009), visto que 0 sucesso
reprodutivo obtido pelas flores através dos experimentos de intensidade de polinizacdo
foi semelhante ao controle, que por sua vez diferiu do tratamento de polinizacdo
artificial cruzada, no qual houve manipulacéo da carga de pélen.

As diferentes idades das flores de Po. tubulosus também podem explicar estes
resultados, pois mesmo que haja pélen viavel ao longo dos trés dias de duracéo da flor,
ha consideravel reducdo na quantidade de pdlen disponivel entre o segundo e terceiro
dia da antese (obs. pess.). Isso levaria a um esgotamento da quantidade de grdos de
polen nas anteras apds algumas visitas ao longo dos dias de duracédo da flor (Bell 1985).
Desta forma, a pequena quantidade de grdos de polen depositada no estigma das flores

pode estar mais relacionada com a reducdo do pélen nas flores doadoras, do que com a

51



eficiéncia da deposicao atraves do nimero de visitas que um dado polinizador realiza na
flor receptora.

A floracdo de Pa. macrobotrys se sobrep6s a de Po. tubulosus e ambas foram
polinizadas principalmente por fémeas de T. furcata. Dessa forma, pode também ter
ocorrido mistura de polen dessas duas espécies (Murcia & Feinsinger 1996) na carga de
polen carregada por esse beija-flor, 0 que poderia afetar negativamente a intensidade de

polinizacdo de Po. tubulosus no local de estudo.

Conclusodes

Palicourea macrobotrys, Pa. rigida e Po. tubulosus apresentaram padréo de floracdo
anual, e Pa. crocea apresentou floracdo bianual. Pogonopus tubulosus teve floracéo
com duracdo prolongada e foi importante provedora de recursos ao longo do ano para os
beija-flores. Os beija-flores da subfamilia Trochilinae foram os principais visitantes das
espécies ornitdfilas estudadas e T. furcata foi considerado um potencial polinizador
devido a frequéncia e ao comportamento de visitas. Experimentos de polinizacao
cruzada 1:1 e 1:10 em Po. tubulosus indicaram que as diferentes cargas de pélen ndo
resultaram em um frutificacdo diferencial, entretanto a menor frutificacdo em flores
polinizadas em condi¢fes naturais quando comparada aos tratamentos de polinizacao
manual indicou limitacdo polinica em Po. tubulosus. Nos experimentos de intensidade
de polinizacdo, ndo foram observadas diferencas na formacdo de frutos em fungéo do
namero de visitas realizadas pelos beija-flores, o que sugere que uma Unica visita é
suficiente para fecundar parte de seus O&vulos. Esse resultado pode ainda ser
influenciado pela deposi¢édo de grdos de polen em locais diferentes no corpo dos beija-
flores e também pela sobreposicdo na floracdo de Po. tubulosus e Pa. macrobotrys, o
que pode ter ocasionado a mistura de pélen e prejudicado a intensidade de polinizacao.
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