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Ninguém pode construir em teu lugar as pontes que
precisaras passar, para atravessar o rio da vida.

- Ninguém, exceto tu, sé tu. Existem, por certo,
atalhos sem nimeros, e pontes, e semideuses que se
oferecerdo para levar-te além do rio; mas isso te
custaria a tua propria pessoa; tu te hipotecarias e te
perderias. Existe no mundo um Gnico caminho por
onde s0 tu podes passar. Onde leva?

N&o perguntes, segue-o!

Friedrich Nietzsche
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RESUMO

A sele¢do natural atuante em diferentes atributos florais é fundamental para a manutencgéo
do sucesso reprodutivo em populacdes vegetais. As variacdes em caracteristicas florais sdo
essenciais para verificar os efeitos da sele¢do natural em curtos periodos de tempo. Nicotiana
alata apresenta caracteristicas tipicas de plantas polinizadas por esfingideos. Estes agentes
polinizadores séo reconhecidos por apresentar flutuacfes populacionais que podem interferir
nas taxas reprodutivas de plantas esfing6filas. O estudo foi realizado entre os anos de 2011 e
2012 no municipio de Séo Gabriel, RS e teve por objetivo responder as seguintes questdes: (i)
As variacGes no comprimento do tubo da corola e na area dos lacinios da flor interferem no
sucesso reprodutivo da populacdo? (ii) H& variacdo nas taxas reprodutivas ao longo do
periodo de floracdo? (iii) A longevidade floral pode ser uma caracteristica suscetivel a selecéo
na populacdo estudada? A producdo de sementes ndo apresentou correlagdo com as variagoes
no comprimento da corola (r = 0,31; p = 0,07) nem com a area de “display” floral (r = 0,35; p
= 0,11) na populacdo. Poréem, pode-se observar uma variagdo no tamanho médio da corola
entre 0s anos de estudo, sendo maior no ano de 2011(74,75 mm % 12,28) em relagdo a 2012
(63,94 mm + 6,29) (Teste T, t = 6,24; p < 0,0001). Foi possivel observar um aumento na
frequéncia de flores com comprimentos intermediarios (60 a 75 mm) na popula¢do em 2012,
com maiores valores nas taxas de frutificacdo e producdo média de sementes (100%,1078,9 +
327,29 ). As taxas reprodutivas foram distintas ao longo da floracdo, com valores maiores na
taxa de frutificacdo e producdo média de sementes na fase inicial (100%, 1110,88 + 378,18)
em relacdo a fase final (73 %, 597,04 £ 459,03) (ANOVA, F= 8,22, p = 0,0002). A ocorréncia
de limitac&o polinica foi restrita as fases intermediarias do periodo de floracéo (Teste t: fase Il
t = 3,60, p = 0,0002, fase 11l t = 3,09, p = 0,0023). Houve decréscimo da longevidade floral
entre 0s anos de estudo (de 9 para 7 dias). A taxa de frutificacdo variou entre os distintos
periodos de exposicdo das flores (x*= 15,88; p= 0,001). A populagdo de N. alata variou em
relacdo a diversas caracteristicas florais durante os anos de estudo, podendo ser observadas
distintas tendéncias evolutivas para a populacdo. Isto demonstra que fenbmenos ecoldgicos
como limitacdo polinica, ocorréncia de Efeito de Allee e competicdo intraespecifica, podem
ocorrer tanto espacialmente quanto temporalmente e que caracteristicas ligadas ao sucesso

reprodutivo podem estar suscetiveis a variacdes em curtos periodos de tempo.

Palavras-chave: Polinizacdo, esfingdfila, selecdo natural, sucesso reprodutivo,

caracteristicas florais.



ABSTRACT

The natural selection act in distinctive floral traits and it is important to reproductive success
maintence in plant populations. The floral traits variations have a great effect to verify the
natural selection effects in short long time. Nicotiana alata shows hawkmoth flowers traits.
Hawkmoths are recognized to presents population fluctuation that can affect the reproductive
success. This study was made in 2011 and 2012 years in S&o Gabriel municipality, Rio
Grande do Sul state and addressed the follow questions: (i) The corolla tube length and
corolla lobes variations affect the reproductive success in this population? (ii) Is there
variation in the reproductive success along to flowering season? (iii)The floral longevity
could be a trait susceptible to natural selection in the population studied? The seed set is not
correlate to corolla length variations (r = 0.31; p = 0.07) neither the display floral area (r =
0.35; p = 0.11). However, was observed a significative variations in the corolla length
between 2011 (74.75 mm * 12.28) and 2012 (63.94 mm * 6.29) (T Test, t = 6.24; p <
0.0001). The frequence of intermediate categories of corolla length (60 to 75 mm) increases in
2012 and higher fruit and seed set was observed to this category (100%, 1078.9 seeds +
327.29). The same reproductive parameters presents variation along to flowering season with
higher values in the beginning with 100% of fruit set and 1110.88 seeds + 378.18 versus 73
% of fruit set and 597.04 seeds + 459,03 in the end of flowering (ANOVA, F= 8.22, p =
0.0002). Pollen limitation was observed only in the intermediated phases of flowering (T
Test: phase Il, t = 3.60, p = 0.0002, phase Il t = 3.09, p = 0.0023). The floral longevity
decreasing (9 to 7 days) and there was variation in the fruit set between the different time of
flower exposition (y°= 15.88; p= 0.001). The population studied presents variation in
different floral attributes that promote distinctive evolutionary tendencies to this population.
These results indicate that ecological phenomena, like pollen limitation, Allee Effect and
intraspecific competition  could be occur spatialy and temporaly and traits associated to

success reproductive can be more susceptible to variations in short long time.

Key-word: Polination, Sphingophily, natural selection, reproductive success, floral traits.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Sindromes de polinizacao e sistemas de polinizagdo
Os primeiros estudos sobre polinizagdo foram realizados por Kolreuter (1761) e Sprengel

(1793), estes tratavam das relagdes entre plantas e polinizadores e as estruturas florais que
promoviam essas interacoes (Marza & Tarnavschi, 1967; Fenster et al., 2004). Mais tarde,
Darwin (1862), entre outros (Vogel, 1950) defendeu a ideia de que as diversas formas e
recompensas florais seriam adaptaces a tipos especificos de polinizadores, originando o
conceito de “sindromes de polinizacdo” (Fenster et al., 2004). Estes estudos demonstram que
os sistemas de polinizacdo baseados no conceito de sindromes tendem, ao longo da evolucéo,
a especializacdo (Obermuller et al., 2008) e apenas estruturas morfoldgicas sdo suficientes
para designar relacdo entre planta-polinizador.

Porém, com o avancgo dos estudos sobre a polinizacéo, atualmente a ideia de sindromes
vem sendo questionada (Waser, 2000, Mayfield, 2001, Ollerton, 2009). Varios dados
observacionais mostram que diversas flores sdo visitadas por numerosas espécies animais, 0
que pde em discussdo a visdo darwinista sobre a convergéncia evolutiva entre plantas e
polinizadores (Fenster et al., 2004; Yamamoto et al., 2007). Neste sentido, Stebbins (1970)
aponta que na determinacdo das caracteristicas florais os varios agentes polinizadores atuam
diferencialmente nas taxas reprodutivas das plantas e assim, surgem dois componentes
importantes na histéria ecologica-evolutiva: o quantitativo (frequéncias dos diferentes

polinizadores) e qualitativo (qualidade do pdlen transportado).

As interacOes entre plantas e polinizadores passaram a ser observadas, levando-se em
consideracdo as caracteristicas que interferem no sucesso reprodutivo das espécies vegetais,
buscando o entendimento dos varios fatores biologicos relacionados as interacGes planta-
animal (Ramirez & Brito, 1987). Isto porque apenas a morfologia floral, em alguns casos,
pode ndo ser suficiente para determinar que polinizadores séo os mais efetivos de uma espécie
vegetal (Regal, 1982). E importante ressaltar que os estudos atuais ndo ignoram que o
conceito de sindromes de polinizacdo traga abordagens importantes, apenas apontam que
pode haver uma ampla generalizacdo dos sistemas de polinizacdo. Assim, mesmo em plantas
aparentemente generalistas quanto ao grupo de polinizadores pode haver um polinizador em
especifico que melhor contribua em termos reprodutivos para a planta, podendo este ser o

principal agente na selecdo de caracteristicas florais. (Obermuller et al., 2008).
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A disting&o entre sistemas de polinizagdo generalistas e especialistas, segundo Johnson &
Steiner (2000) € apenas uma simplificacdo para fins de debate do que na verdade representa
um ‘“continuum” entre plantas polinizadas por varias espécies de polinizadores e plantas
polinizadas por apenas uma espécie. Alguns estudos abordam que plantas com sistemas de
polinizagdo generalistas tendem a ter menor probabilidade de experimentar forte selecdo nos
tracos florais, enquanto sistemas mais especializados mostram com maior frequéncia oS
efeitos da selegdo. Tal fato estaria relacionado a visdo darwinista de convergéncia evolutiva
entre plantas e seus polinizadores (Johnson & Steiner, 2000; Barret, 2001; Fenster et al. 2004;
Waser et al., 2006).

Outro ponto importante de se salientar € o fato de que sistemas especializados tendem a
ser mais suscetiveis a processos estocasticos ambientais, sendo assim plantas que
experimentam altos indices de limitacdo polinica tendem ao longo do tempo experimentar
uma generalizagdo em termos de polinizadores a fim de diminuir os riscos de extingéo
(Johnson & Steiner, 2000; Knight et al., 2005).

1.2. Evolucao de caracteristicas florais via acdo de polinizadores

As flores sdo consideradas estruturas chave na evolugdo das angiospermas, pois séo
responsaveis pelo processo de reproducdo sexuada de tais plantas (Endress, 2000; Willis &
McElwain, 2002). Para desempenhar esta funcdo as espécies podem apresentar estruturas que
possibilitem estratégias que otimizem o sucesso reprodutivo. Sendo assim, as variagdes entre
os atributos destas estruturas reprodutivas foram muitas vezes atribuidas como forma de
ajuste aos diferentes tipos de polinizadores (Proctor et al., 1996; Barrett, 1998; Fenster et al.,
2004). Porém, vale ressaltar o importante papel das possiveis restricdes filogenéticas
ocorrentes em alguns taxons (Soltis et al., 2006). Tais variacdes nas estruturas sexuais das
angiospermas possuem papel fundamental na diversificacdo deste grupo. Tanto as variacoes
inter como intra-especificas podem ser resultantes de interacbes com diferentes vetores em
distintos sistemas de polinizacdo (Barret, 2011). Estas variacdes podem estar associadas a
forma, dimensdes da corola, disposicdo de anteras e estigmas, quantidade e tipo do recurso
floral disponivel, simetria, além da longevidade floral (Eckhar, 1991; Herrera, 1993; Harder,
2005). Apesar de muitas vezes pequenas, as variagdes fenotipicas podem afetar a contribuicédo
da flor no sucesso reprodutivo da espécie através de modificacdes nas taxas de frutificacdo e
na quantidade de pélen exportado em nivel populacional (Podolsky, 1993).
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A producdo de sementes e as taxas de frutificacdo s&o limitadas pela adequada
deposicdo de pdlen no estigma em muitas populagdes de plantas (Ashman et al., 2004;
Sandrig & Agren, 2009), isto sugere que caracteristicas que afetam a visita dos polinizadores
ou a eficiéncia da polinizagdo podem ser objetos de selecdo natural mediada pelos agentes
polinizadores (Ashman & Morgan, 2004 ; Sandrig & Agren, 2009). O tipo de caracteristica
floral a ser selecionado dependera da espécie da planta, do agente polinizador, da histéria de
vida da planta, do sistema reprodutivo entre outros fatores (Harder & Johnson, 2005).

Além disso, a dindmica espacgo-temporal das interacbes entre plantas e seus
polinizadores atuam decisivamente na diversificacdo de formas florais (Herrera, 1988,
Thomson, 1996; Fenster et al., 2004). Alguns estudos de longo periodo demonstram que 0
conjunto de polinizadores varia geograficamente e temporalmente, o que sugere que as
plantas encontram-se em um regime de selecdo que se altera continuamente de acordo com

estas variaveis (Herrera, 1988, Thomson 1996, Campbell et al., 1997).

Em casos de sistemas mais especializados como, por exemplo, plantas esfingofilas, o
comprimento do tubo da corola é um atributo floral altamente suscetivel a selecdo por agentes
polinizadores (Nilsson, 1988; Jermy, 1999; Johnson et al., 2002). Tal fato pode estar
relacionado ao tamanho da probdscide do polinizador e sua capacidade de alcangar o recurso
disponivel, ou seja, no adequado acoplamento de partes florais e dos atributos morfologicos
da planta (Hodges et al., 2000). Neste caso, estes atributos poderéo interferir na eficiéncia da
polinizacdo (Johnson & Steiner, 1997, Alexandersson & Johnson, 2002). Alguns estudos com
orquideas e demais plantas esfingofilas (Nilsson 1988; Herrera, 1991; Johnson & Steiner
1997; Alexandersson & Johnson, 2002) demonstram a relacdo positiva entre 0 comprimento
do tubo floral e sucesso reprodutivo. Esta caracteristica pode influenciar na quantidade de
polen exportado e recebido pela flor, nas taxas de frutificacdo e producdo de sementes. Outro
atributo que possui um importante papel na atracdo de polinizadores ¢ o “display” floral,
palavra que pode ser atribuida a forma como a planta ou a populacdo € visualizada pelo
polinizador. O “display” floral pode estar relacionado ao niimero, forma, area, disposi¢do ou
cor das flores. Estudos demonstram que as variagdes deste atributo influenciam diretamente
no sucesso reprodutivo de algumas espécies vegetais (Eckhart, 1991; Ishii & Sakai, 2002;
Mitchell et al., 2004; Harder & Johnson, 2005; Sandrig & Agren, 2009). Isto porque espécies
ou individuos com maior display floral tendem a ser melhor visualizados pelos polinizadores,

aumentando as taxas de visitas e por consequéncia o “fitness” dos mesmaos.
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1.3. Consideragdes sobre limitacao polinica
A limitacdo polinica é um fendmeno comumente encontrado em Angiospermas, tendo

diversas consequéncias para o “fitness”, podendo também estar associado ao processo
evolutivo de uma série de caracteristicas florais em popula¢des de plantas (Knight et al. 2005;
Harder & Aizen, 2010). Este fenémeno ocorre quando a quantidade ou qualidade do pélen
recebido durante o processo de polinizacéo € insuficiente para fertilizar 6vulos disponiveis,
resultando em uma redugao na producéo de frutos ou sementes (Darling & Barrett, 2011). A
sinergia de diferentes fatores ambientais pode estar associada a ocorréncia de limitacdo
polinica. Dentre eles a cofloracdo de espécies de plantas de mesma guilda ecoldgica,
patogenos, visitantes florais que atuam como “pilhadores”, herbivoros (Vazquez &
Simberloff, 2004) e a fragmentacdo ou degradacdo de habitats (Lopes et al.1998; Moody-
Weys,2001).

Caracteristicas ligadas a histdria de vida das plantas determinam respostas diferentes a
limitagdo polinica. Por exemplo, espécies de plantas autoincompativeis ou didicas tendem a
ser mais vulneraveis a perturbacdes que implicam no aumento do nivel da limitacdo polinica,
do que espéecies com um ciclo de vida maior ou mondicas (Freitas et al., 2010). Além disso,
espécies especialistas em relacédo a polinizadores também sdo mais propensas a experimentar
limitacdo polinica do que espécies generalistas (Kinight et al.,2005; Barret et al., 1999). As
espécies generalistas apenas poderdo apresentar consequéncias da limitagdo polinica quando
ocorrer um empobrecimento no conjunto de polinizadores ja que as diferentes espécies
polinizadoras possuem efeitos complementares sobre o “fitness” da planta (Goémez et al.,
2007). Deste modo, a limitacdo polinica tende a ser um dos fatores determinantes para a
evolucdo de caracteres florais, fazendo com que a selecdo natural atue sobre as variacdes
ocorrentes na populacédo, fixando caracteristicas que atenuem os efeitos da possivel limitacéo

polinica incrementando o sucesso reprodutivo (Hegland et al., 2008).

1.4.  Longevidade floral
Pode-se evidenciar que o tempo tem um importante papel para reproducdo das plantas.

Sendo que a época, a duracdo da floracdo e o periodo em que a flor permanece aberta podem
afetar direta ou indiretamente o “fitness” (Enzinga, 2007). A longevidade floral ¢ definida
como o tempo de duracdo da flor desde sua primeira abertura (antese) até o murchar das
pétalas ou o desprendimento da flor (senescéncia) (Doorn, 1997). Possui um papel importante
na reproducdo e ecologia de plantas (Castro et al., 2008), pois o tempo em que uma flor

permanece funcional e expondo suas partes reprodutivas influencia diretamente no niimero
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total de visitas dos polinizadores, afetando na quantidade e na qualidade do pélen recebido e
exportado pela flor (Ashman & Shoen, 1996; Harder & Jhonson, 2005).

Angiospermas sdo bastante diversas quanto ao tempo de duracdo das flores. Isso pode
sugerir que a longevidade floral, assim como o periodo da floracdo, pode representar uma
caracteristica adaptativa a diferentes condicfes ecoldgicas, tanto a fatores abidticos como
temperatura e disponibilidade de dgua (Yakasa et al, 1998), quanto bidticos, como frequéncia
de visitas do polinizador (Ashmam & Shoen, 1994). Além disso, caracteristicas intrinsecas da
espécie, como o sistema reprodutivo (Sato, 2002) atuam conjuntamente na definicdo da
longevidade. Segundo Ashman & Shoen (1997) as plantas que possuem flores com
longevidade maior aumentam seu sucesso reprodutivo, porém despendem de muita energia
para manter os 6rgaos reprodutivos funcionais e atrativos aos polinizadores. Deste modo, €
preciso haver um equilibrio entre os custos energéticos para manutencdo floral e as taxas

reprodutivas femininas e masculinas (Evanhoe & Galloway, 2002).

Estudo realizado por Primack (1985) demonstrou que as caracteristica do habitat podem
constituir forca seletiva importante na determinagéo da longevidade floral, além dos sistemas
de polinizacdo. Deste modo, plantas que apresentam flores com longevidade menor poderiam
refletir maior adaptacdo a condicdes climaticas mais estaveis e consequentemente, mais
favoraveis a visita dos polinizadores. O contrario poderia ser esperado em espéecies vegetais
de ambientes instaveis (maior estocasticidade ambiental) em relacdo as condicGes climéticas
que poderia estar relacionado a maior necessidade de tempo de exposicdo das flores a

visitacdo dos polinizadores, conferindo maior longevidade.

2. OBJETIVO
Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo principal responder as seguintes

questdes: i) As variagdes no comprimento do tubo da corola e na area dos lacinios (display
floral) da flor interferem no sucesso reprodutivo de uma populacéo de Nicotiana alata Link &
Otto entre 2011 e 2012? Nossa expectativa era de que as variacdes no comprimento do tubo
da corola e na area dos lacinios da flor observadas influenciassem nas taxas reprodutivas,
indicando a possivel acdo dos polinizadores como agentes seletivos, deste modo favorecendo
algum intervalo dentro desta variacdo na populacdo. ii) Ha variacdo nas taxas reprodutivas ao
longo do periodo de floracdo em N. alata? J& em relacdo a fenologia, nossa hipdtese era de
gue houvesse variacdo nas taxas de frutificacdo, producdo de sementes e limitacdo polinica ao

longo da floragdo em N. alata. iii) A longevidade floral pode ser uma caracteristica suscetivel
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a selecdo na populacdo estudada? Para este atributo a hipdtese central era de que existisse
variacdo nas taxas de frutificacdo e producgéo de sementes ao longo de diferentes intervalos da
longevidade floral.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Areade estudo
O presente estudo foi realizado no municipio de S&o Gabriel, Rio Grande do Sul, de

setembro de 2011 a novembro de 2012. O municipio de Sdo Gabriel, com altitude em torno de
114 m, estd inserido no bioma Pampa, na regido correspondente a Depressdo Central proximo
ao rebordo do Planalto Sul-Riograndense. Possui um clima caracterizado como sub-
temperado com outono e verdo secos (Maluf, 2000). A &rea de estudo fica localizada as
margens da BR-290 () e foi escolhida por abrigar uma populagdo numerosa da espécie N.
alata. Esta area é caracterizada por estar em constante processo de reestruturacdo devido a
constante retirada da vegetacdo, o que contribui para abundancia da espécie, sendo a mesma
descrita como ruderal (Cabrera, 1979; Vignoli- Vignoli-Silva, 2004).

Cacequ

Rosario-{158/ py =l

do Sul™ S, — @‘
2. S&o@abriel =9 Jiajioua
] e - do Sul
L I\

Figura 1- Mapa de localizagao da &rea de estudo. Municipio de S&o Gabriel estado do Rio Grande
do Sul, Brasil. Marcagao em verde indica o local exato da area de estudo. (Fonte: Wikipedia e
Google Maps)
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3.2.  Aespécie estudada: Nicotiana alata

Nicotiana alata possui ampla distribuicdo, ocorrendo no sul do Brasil (Parana e Rio
Grande do Sul), Uruguai, Argentina e Paraguai (Goodspeed et al., 1954). No estado do Rio
Grande do Sul a espécie habita margens de estradas, pareddes rochosos e bordas de matas e
campos, tendo facilidade em ocupar ambientes alterados por ser considerada uma planta
ruderal. Possui floragdo ao longo do ano inteiro com pico nos meses de setembro a fevereiro,
a frutificacdo se da ao longo da floracdo (Vignoli-Silva & Mentz, 2005). A espécie apresenta
habito herbaceo e é considerada anual ou bianual. Apresenta corola hipocrateriforme, tubo da
corola com tamanho variavel entre 30-100 mm de comprimento, coloracdo variando entre
branco, creme e rosa-suave, possui antese floral crepuscular e sinalizagdo de recursos via
liberacdo de odores (Vignoli-Silva & Mentz, 2005; Raguso et al., 2006). Sendo estas
caracteristicas tipicas de plantas polinizadas especialmente por mariposas da familia
Sphingidae (Haber & Frankie, 1989; Avila Jr. et al., 2011). Estudo realizado por Ippolito et
al. (2004) demonstrou que a espécie N. alata é visitada por mariposas da familia Sphingidae
principalmente as espécies Agrius cingulata e Eumorpha labruscae e raramente por outros

polinizadores como beija-flores, por exemplo.

Existem varios estudos envolvendo a espécie N. alata principalmente referentes a
bioguimica (Gane et al.,1995; Raguso et al., 2003), biologia molecular (Anderson et al. 1986;
Bruce et al.,1990; Miller et al., 2000), filogenia (Knapp et al., 2004) e farmacologia (Health
et al., 1997). Também sdo encontrados estudos em relacdo a biologia reprodutiva e fenologia
(Lyons & Mully, 1991, Ippolito et al., 2004; Raguso et al., 2006).

3.3.  Selecdo fenotipica e dados morfométricos
O comprimento da corola foi medido no ano de 2011 (n= 63 flores) e 2012 (n= 62 flores)

Foram avaliadas duas medidas de morfometria no ano de 2012: comprimento do tubo da
corola (n= 33 flores) e area do “display” floral (n= 20 flores). Os dados morfométricos foram
relacionados com namero de sementes produzidas por fruto (seed set). Para medir o
comprimento da corola as flores foram previamente marcadas, medidas com auxilio de
paquimetro digital e acompanhadas até a frutificacdo. Para a area dos lacinios, aqui
considerada como o display floral a ser analisado, as flores foram marcadas e fotografadas
com anteparo de cor preta contendo escala de um cm. Posteriormente fez-se o calculo da area
dos lacinios florais utilizando software de imagens (Imagel). As flores permaneceram

marcadas até a formacdo dos frutos. Os dados morfométricos foram relacionados com o
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namero de sementes produzidas por fruto através do coeficiente de Correlagdo de Sperman. A
fim de verificar mudanca nas médias de comprimento da corola entre os dois anos utilizou-se
Teste t (p < 0,05). Além disso, a assimetria entre as distribuicbes de frequéncia dos
comprimentos de corola nos anos foi avaliada quanto ao grau de assimetria (g1). As analises
estatisticas e gréaficos foram realizados nos softwares STATISTICA 5.0 e Bioestat 5.3.

Figura 2 - A) Flores de Nicotiana alata. A regido em vermelho representa os limites utilizados da flor para as
medidas de comprimento do tubo da corola (mm). B) Area compreendida pelos lacinios da corola em
Nicotiana alata como indicativo de display floral.

3.4. Fenologia e limitagdo polinica

Flores foram marcadas quinzenalmente do inicio da floracdo no més de setembro até o
més de outubro. Marcaram-se flores para avaliar o sucesso reprodutivo e ocorréncia de
limitacdo polinica nas diferentes fases da floracdo. Foram determinadas quatro fases: F I, FlI,
F Il e F IV. Fase | correspondendo a fase inicial da floracdo com marcacdes em 07 de
setembro de 2012, fase Il com marcacbes em 22 de setembro de 2012, Fase 11l em 09 de
outubro de 2012 e fase 1V com marcacdo em 24 de outubro. Para as fases I, 1l e IV marcou-se
um total de 41 flores para cada fase analisada, 16 para polinizacdo manual e 26 para
polinizacdo natural. Na F 111 um total de 34 flores foram marcadas, sendo 12 utilizadas para

polinizacdo manual e 22 para polinizacdo natural.

Apos a marcacdo os individuos foram acompanhados até a frutificacdo. Os frutos foram
coletados para posterior analise das taxas de frutificacdo e contagem do nimero de sementes
produzidas por fruto em flores polinizadas manualmente e sob polinizagdo natural. Foi

considerada existente limitacdo polinica quando a diferenca entre as médias de sementes
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produzidas na polinizacdo natural foi significativamente menor que na polinizacdo manual
(Teste t p < 0,05). A fim de verificar se a variacdo no sucesso reprodutivo nas diferentes fases
da floracdo foi significativa utilizou-se Teste de analise de varidancia ANOVA (unifatorial) e
teste de Tukey a posteriori. Calculamos para as diferentes fases a taxa de frutificagdo (frutos
formados/ flores marcadas) e a producao média de sementes por fruto.

3.5.  Longevidade floral
A longevidade floral foi acompanhada no ano de 2011 (n= 33 botdes) e 2012 (n= 25

botbes). Os botdes foram previamente marcados e monitorados desde a fase de abertura até a
senescéncia (desprendimento da corola). No ano de 2012 avaliou-se a taxa de frutificagdo
(fruit set) para cada periodo da abertura floral. Para isso, botGes foram marcados e fechados
com sacos de organza em quatro diferentes intervalos de duracdes da flor. Para comparar se
houve diferenca significativa entre as taxas de frutificacdo foi utilizado teste Qui-quadrado (p
< 0,05).

4. RESULTADOS

4.1.  Morfometria floral e selecéo enotipica
A populacdo estudada apresentou grande variagdo em ambos os atributos florais

medidos. O comprimento da corola variou de 58, 02 a 90,15 mm no ano de 2011. J& no ano de
2012 os comprimentos variaram de 32, 77 a 81,99 mm. Houve variacdo significativa entre as
médias do comprimento da corola nos anos de 2011 (74,75 mm * 12,28) e 2012 (63,94 mm *
6,29) (Teste T, t = 6,24; gl = 93,21, p < 0,0001), sendo possivel observar uma tendéncia ao
aumento da frequéncia de flores com tamanhos menores na populacdo no ano de 2012 em
relacdio ao ano de 2011 (Fig. 3). Os valores negativos dos graus de assimetria para a
distribuicdo dos valores de comprimento da corola, em ambos os anos, indicam uma curva
assimétrica a esquerda, mais acentuada no ano de 2012 (Grau de Assimetria, g1= -0,94) em
relacdo ao ano de 2011 (Grau de Assimetria, g1= - 0,22) (Fig. 4). Flores com comprimento
da corola entre 60 e 75 mm tiveram uma maior taxa de frutificacdo e média de sementes por
fruto em relacdo as flores com comprimentos menores ou maiores (Tab. 1, Fig. 5). Porém,
quando comparados os valores médios para producdo de sementes nos diferentes intervalos de
comprimento ndo se obteve diferenca significativa (ANOVA, F = 2,39, gl = 2, p = 0,11).
Quando relacionadas as medidas do comprimento da corola (n = 33 flores) com o nimero de
sementes produzidas por fruto ndo se obteve relacdo significativa (Fig. 6) entre as variaveis

(Correlacéo de Sperman, r =0,31; p = 0,07).
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A éarea do display floral variou na populacdo entre 3,37 e 25,21 cm? sendo que a
média para a populaco foi de 9,44 cm® + 4,57. N&o houve relacdo significativa quanto a area
do display floral e a producédo de sementes na populacéo estudada (Correlagcdo de Sperman, r
=0,35; p = 0,11) (Fig. 7).
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Figura 3- Médias do comprimento da corola entre os anos de 2011 e 2012 na populacdo de
N. alata. Box plots representam média, média % erro padrdo e média £1,96 erro padréo.

Tabela 1 - Taxa de Frutificacdo e producdo média de sementes nos diferentes intervalos de
comprimento da corola em uma populacdo de N.alata em Sdo Gabriel, RS, 2012.

Intervalo de Comprimento  Taxa de frutificacdo =~ Média de sementes por fruto

60 - 75 mm 100% (n=16) 1078,9 + 327,29
<60 mm 93% (n=14) 883, 75 + 263,09
> 75 mm 50% (n= 6) 591, 50 + 284,96

Diferentes intervalos de comprimento da corola observados em N. alata e respectivas médias e
desvio padréo.

21



el
L
]

20
- e L 02012
& T ) 2011
S 15 -
= . .
2 . . |
s 10 - . o .
5 , , : ',
5 5 - )
0 ;__‘_l_i_.q_,—-_ |F-;- .____l-ij T -'I T T T T m T ! T 7 -_|
3540 40b45 45Fs50 s0fss sspe0 60F65 63f70 70R7S 75h80 sopes  gsfoo---00

Comprimento da corola (mm)

Figura 4 — NUmero de flores distribuidas em distintos intervalos de comprimento da corola na
populacdo de N. alata nos anos de 2011 e 2012.
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Figura 5 - Intervalos de comprimentos observados na populagdo de N. alata. Box plots representam os valores
médios da producdo de sementes por fruto, média % erro padrdo e média + 1,96 erro padréo.
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Figura 6 - Correlagdo Spearman entre as varidveis: produgdo de sementes e
tamanho do tubo da corola para popula¢do de N. alata. Correlagdo ndo
significativa (r= 0,31; p= 0,07).
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Figura 7 - Correlacdo de Spearman entre area do display floral e nimero de
sementes produzidas. Nao houve correlacdo significativa entre as variaveis
analisadas (r=0,35; p=0,11).
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4.2.  Fenologia e limitacao polinica

As fases Il e 11l foram as que apresentaram maior densidade de individuos e flores na
populacdo, sendo considerado o periodo de 22 de setembro a 09 de outubro como o pico deste
evento fenoldgico. A taxa de frutificagdo na polinizacdo natural se conservou estavel nas fases
[, Il e Il com valores de “fruit set” elevados (90% e 100%). Porém, na fase 1V houve um
decréscimo na taxa de frutificacdo, tanto na polinizagdo natural (73,07%) quanto na
polinizagdo manual (73,33%). A produgdo de sementes em polinizagdo natural variou
significativamente entre a fase inicial e final da floracdo de N. alata (ANOVA, F= 8,22, gl =
3, p = 0,0002). Foi observado maior valor médio de sementes por fruto em F I (1110,88
sementes + 378,18), sequido por F 11 (745,9 1 sementes + 287,80), F 111 (704,94 sementes +
337,65) e F IV (597,04 sementes + 459,03) (Fig. 8). A limitacdo polinica e a taxa de
frutificagdo também apresentaram variagdo de acordo com a fase da floracdo (Tabela 2). Em
relacdo a limitagé@o polinica pode-se constatar a ocorréncia do fenémeno apenas nas fases F |1
(t=3,60; gl =17; p=0,0009) e F Il (t = 3,09; gl =26,85; p = 0,0023,).

Tabela 2 - Taxa de frutificacdo e média da producéo de sementes em ambos 0s tratamentos
para as diferentes fases da floracdo. Sdo Gabriel, RS, 2012.

Fases Pol. Natural Pol. manual
“Fruitset”  Média semente “Fruit set” Média semente
(%) Por fruto (%) Por fruto
Fase | (07/09/12) 100% (n= 27) 1119,88 100% (n=11) 1247,45
Fase 11 (22/09/12)  100% (n=12) 745.91* 100% (n=17) 1237.71*
Fase 111 (09/10/12) 90,0% (n= 18) 704,44* 100% (n=12) 998*
Fase IV (24/10/12) 73,07% (n= 23) 581,86 73,33% (n=16) 666,25

Fases da floracdo determinadas para o estudo com as respectivas datas de marcagdo, taxa de frutificacdo e media
da producéo de sementes (n= numero de flores). * diferenca significativa entre polinizagao natural e manual indica
a ocorréncia de limitacdo polinica (p<0,05).
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Figura 8 - Producdo média de sementes por fruto para polinizacdo natural (cinza) e manual (cinza escuro) nas
quatro fases de floracdo na populacdo estudada de N. alata. * indicam diferenca na producéo de sementes entre
os tratamentos (limitacdo polinica) (ANOVA, p < 0,05). Letras distintas entre as fases representam diferenca

para a producdo de sementes por polinizacdo natural (ANOVA, p < 0,05).

4.3.  Valor adaptativo da longevidade floral em N. alata
A longevidade floral também foi uma caracteristica que variou entre 0s anos de

estudo. No ano de 2011 as flores apresentaram uma longevidade de nove dias (n= 33 botdes),
contados da abertura da flor até o desprendimento da mesma e no ano de 2012 apresentaram
duracdo de sete dias (n= 25 botbes). As taxas de frutificacdo foram significativamente
distintas (Qui- Quadrado, x*= 15,88; p= 0, 001) entre os diferentes periodos de exposicéo das
flores (Tab. 3). Pode-se notar maior taxa de frutificacdo quando a flor foi exposta durante

cinco dias da longevidade.
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Tabela 3 - Sucesso Reprodutivo feminino ao longo da longevidade floral em
N. alata na populacdo de S&o Gabriel, RS, 2012.

Periodo de exposicéo Taxa de frutificagdo Fruit set (%)
1 dia (n=19) 0,368 36,8 %
3 dias (n=9) 0,555 55,5 %
5 dias (n=9) 0,888 88,8 %
7 dias (n=13) 0,769 76,9 %

Periodo em que as flores permaneceram expostas a a¢do dos polinizadores (n= namero de flores
marcadas) e as taxas de frutificacdo correspondentes a cada periodo.

5. DISCUSSAO
Nicotiana alata variou em relagdo aos atributos florais medidos (comprimento da

corola e area dos lacinios). Segundo Bradshaw (1965) a plasticidade fenotipica, podendo ser
analisada na morfologia de plantas, tem um papel importante no processo de adaptacdo da
planta em ambientes naturais. Neste sentido, plantas podem exibir respostas rapidas em
relacdo a caracteristicas que apresentem vantagens seletivas (Crick & Grime, 1987). Houve
variacao temporal significativa na populacdo estudada em relacdo ao comprimento médio da
corola entre os anos avaliados. Varios estudos demonstram que para plantas esfingofilas as
variacbes nos comprimentos das proboscides dos polinizadores podem ter um papel
importante na selecdo de tracos florais (Nilsson, 1988; Johnson & Steiner, 1997; Hodges,
2002). Porém, o papel do polinizador na selecdo de tracos florais pode ser mais evidente
quando os Orgdos reprodutivos exibem mecanismos ou disposicdo que possibilitem a
polinizacdo por agentes com determinadas caracteristicas ou comportamento (Barret, 1998,
2002). Esta relacdo entre posicionamento de 6rgaos reprodutivos e eficiéncia de polinizadores
pode ser analisada em varias espécies, que possuem flores brevestilicas, longestilicas ou
enantiostilicas (Barret, 2002). Diferentemente de algumas espécies esfingofilas, como por
exemploo género Posoqueria Aublet, que possuem mecanismo altamente especializado de
deposicdo de pdlen (Delprete, 2009), N. alata apresenta seus 0rgdos reprodutivos no apice da
corola. Desta forma, possibilita que polinizadores com variados tamanhos de probdscides
consigam entrar em contato de forma efetiva com os érgdos reprodutivos, promovendo a

polinizacéo.

Embora ndo se tenha observado correlacdo significativa entre a producdo de sementes

e 0s tamanhos da corola, pode-se evidenciar que esta caracteristica € um trago floral altamente
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suscetivel a mudancga em curtos periodos de tempo. A diminuigdo da média do comprimento
da corola no ano de 2012 e a mudanca nos intervalos de comprimento das flores podem estar
associadas a ganhos em termos reprodutivos de flores que apresentam comprimentos
menores. Estes ganhos podem estar associados ndo ao sucesso reprodutivo feminino, como
observado neste estudo, e sim ao sucesso reprodutivo masculino aumentando a quantidade de
polen exportado (Campbell, 1989; Maad & Alexandersson, 2004). Segundo Vieyra et al.
(2012) os tragos florais também podem variar de acordo com as mudangas na assembleia de
polinizadores,. Neste sentido, é possivel que haja uma maior disponibilidade de polinizadores
com probdscides menores, favorecendo o surgimento de corolas menores e diminuindo a
frequéncia de corolas maiores na populacdo, embora fatores abidticos e ligados a
caracteristicas genéticas também possam interferir em mudangas morfolégicas em plantas.
Segundo Olesen & Jordano (2002), em latitudes maiores ha prevaléncia de plantas com
interacdes mais generalistas. Isto porque os tamanhos das redes de interacdo e o nimero de
interacOes por espécies de planta aumentam de acordo com a latitude. Deste modo, embora N.
alata, por ser uma espécie esfingofila, seja considerada especialista em relacdo ao principal
polinizador, pode ocorrer em virtude da localizacdo geografica uma tendéncia a

generalizacéo.

O “display” floral medido, entendido aqui como a area total formada pelos lacinios da
corola, também ndo teve relacdo significativa com a producéo de sementes. Neste caso, pode-
se considerar que o display floral individual possivelmente ndo apresente influéncia direta na
atracdo de polinizadores em N. alata, mas sim o display produzido por todos os individuos da
populacdo, conforme demonstram alguns estudos (Cohen & Shmida, 1993; Doorn, 1997;
Knight, 2003). Por se tratar de uma planta essencialmente esfingdfila o odor emitido pelas
flores pode ter uma maior influéncia na deteccdo do recurso por parte dos polinizadores do
que o visual (Raguso et al., 2003). Além disso, o “display ” floral apresentado pelo conjunto
de flores pode se tornar um componente mais importante do que o “display ” apresentado por
cada flor individualmente, ja que tais polinizadores sdo atraidos por manchas de recursos que
indiqguem suprir suas necessidades energéticas (Voiht &Winter, 1999; Moody-Weys &
Heiwood, 2001). Segundo Cohen & Shmida (1993) o “display” floral produzido pela alta
densidade de individuos florescendo ao mesmo tempo facilita a deteccédo visual pelos agentes

polinizadores, aumentando a probabilidade de visita.

O sucesso reprodutivo, medido na taxa de frutificacdo e média de sementes produzidas
por fruto, assim como a limitacdo polinica variaram ao longo da floragdo. O fato de a
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limitagdo polinica ter ocorrido apenas nas fases caracterizadas como de maior densidade de
individuos € um forte indicio de que a espécie possa sofrer competicéo intraespecifica. Em
periodos de alta densidade os polinizadores podem se tornar limitados, diminuindo a
deposicdo de polen e por consequéncia 0 sucesso reprodutivo em espécies vegetais (Caruso,
1999). As fases | e IV apresentaram menor densidade floral, sendo a primeira o periodo de
inicio da floracdo e a ultima o periodo em que boa parte dos individuos estava em processo de
senescéncia. Segundo Knigth (2003) o decréscimo da densidade floral pode afetar de forma
negativa a interagdo planta- polinizador, diminuindo a probabilidade de visitas e por
consequéncia o sucesso reprodutivo. Da mesma forma, flores em processo de senescéncia se
tornam menos atrativas aos polinizadores, pois mesmo que ainda ndo tenham sido polinizadas
ha grandes chances de ndo haver néctar disponivel (Doorn, 1997). Embora ndo tenha ocorrido
limitagdo polinica na ultima fase, pode-se observar uma baixa taxa de frutificagdo e menor
producdo sementes em comparacdo as demais. Houve grande dificuldade de encontrar bot6es
ou flores que ainda ndo estivessem em processo de senescéncia, diminuindo drasticamente a

taxa de frutificagdo mesmo em flores polinizadas manualmente.

Desta forma, percebe-se que a maior producdo de sementes ocorre na fase inicial da
floracdo na populacédo estudada, em que a densidade floral ainda néo atingiu valores maximos
observados, minimizando os possiveis efeitos de competicdo intraespeficifa. Porém, ao
atingir uma maior densidade a populacdo poderia apresentar os efeitos desta competicdo
através da ocorréncia de limitagdo polinica. Quando a populacdo comeca a experimentar
novamente valores de densidade menores (fase 1V), a limitacdo polinica ndo foi observada,
porém o processo de senescéncia e diminuicdo extrema da densidade floral comecam a ser um
fator limitante na taxa de frutificacdo da espécie. Segundo Klank et al. (2010) alta densidade
de plantas pode aumentar a atracdo de polinizadores, mas por outro lado aumenta a
competicdo intraespecifica, ocorrendo reducdo na taxa de polinizacdo e no sucesso
reprodutivo por flor. Deste modo, se evidencia que existem diferencas na densidade de
individuos e na densidade de flores ao longo das fases da floracdo que podem ter um papel
importante na manutencdo de taxas reprodutivas da populacdo estudada. Sendo assim, a
populacdo de N. alata na area de estudo deve requerer um nimero minimo de individuos em
flor que proporcione taxas reprodutivas adequadas. Tal fato pode corroborar a possivel
ocorréncia de Efeito de Allee nesta populacdo (Kuussaari et al.,1998; Hackney et al. 1999;
Stephens et al., 1999). Neste caso, se observa o efeito de Allee em uma escala temporal, com

diminuicdo do numero de individuos ao longo do tempo e por consequéncia, de parceiros
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reprodutivos. Isto fica evidente no final do periodo de floragdo com a diminuigdo extrema nas

taxas reprodutivas da populacéo.

Com relagdo a longevidade floral, em estudo realizado por Lyons & Mully (1991) a
espécie N. alata apresentou uma longevidade de apenas trés dias. Tal fato contrasta com o
observado na populacdo estudada com longevidade minima de sete dias entre 0s anos de
estudo. Sabe-se que plantas que apresentam flores com maior longevidade buscam aumentar
as chances de polinizacdo e geralmente estdo associadas a ambientes em que ha uma menor
probabilidade de visitas, sendo necessario expor seus 0rgaos reprodutivos por um periodo de
tempo maior (Ashman & Schoen, 1995; Doorn, 1997; Sato, 2002; Castro et al., 2008). Porém,
manter flores expostas por periodos de tempo maiores pode ser uma estratégia bastante
custosa em termos energéticos (Ashman & Schoen, 1995; Doorn, 1997; Sato, 2002; Castro et
al., 2008). Neste sentido, as plantas devem apresentar flores com longevidades que equilibrem
0s ganhos em termos reprodutivos em relagdo aos gastos na manutencéo das flores. A espécie
N. alata apresentou maior taxa de frutificacdo quando as flores permaneceram expostas por
um periodo de cinco dias. No periodo maximo de sete dias houve reducdo na producéo de
frutos, isso pode refletir um maior custo energético na manutencdo de flores por um periodo
mais longo, por meio de aumento da alocacdo de recursos para a manutencdo floral. Os
resultados demonstram que possivelmente em algum momento desfavoravel, em termos de
disponibilidade de polinizadores, foi vantajoso manter flores com longevidades maiores.
Porém, a polinizagdo tornou-se mais eficiente e o0 sucesso reprodutivo comecou a ser
alcancado em periodos de tempo menores, tornando desvantajoso para a planta manter as
flores funcionais por longos periodos. Primack (1985) demonstrou que em florestas
temperadas, durante a primavera, as espécies apresentam uma longevidade média de 6,9 dias
e no verdo uma longevidade média de 5,7 dias. Porém em florestas tropicais a longevidade
média maxima atingida € de apenas 3,3 dias. Isto demonstra que a espécie N. alata tem uma
longevidade que se assemelha a espécies de climas temperados, jA que area de estudo se

localiza em uma regido com clima considerado sub-temperado (Maluf, 2000).

Neste sentido, assume-se que a longevidade floral pode ser uma caracteristica
suscetivel a selecdo natural em N. alata podendo desempenhar um papel importante na
otimizacdo do sucesso reprodutivo. Assim, dois cenarios poderiam ser vislumbrados na
historia evolutiva de N. alata: flores de maior longevidade poderiam ser vantajosas em

cendrios de baixas taxas reprodutivas e baixo custo de manutencdo de flor e quando ambas
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variaveis fossem altas, flores de menor longevidade poderiam ser selecionadas (Castro et al.,
2008).

6. CONSIDERACOES FINAIS

A populagdo de N. alata variou em relacdo a diversas caracteristicas florais durante os
anos de estudo (2011 e 2012), podendo ser observadas distintas tendéncias evolutivas para a
populacdo. Em relacdo ao comprimento da corola este estudo evidenciou a possivel selecao de
flores com comprimentos de corola intermediarios, indicando a possivel ocorréncia de selecao
do tipo estabilizadora, embora estudos moleculares sejam indicados para melhor evidenciar
esta tendéncia. Maiores valores em taxas reprodutivas em classes intermediarias podem estar
relacionadas a uma adequacdo morfoldgica floral a polinizadores mais diversificados (com

distintos comprimentos de proboscide, p.ex.).

As distintas fases do periodo de floracdo da populacédo estudada apresentaram diferentes
contribuicdes em termos reprodutivos para a populacdo. Assim, existe a grande probabilidade
de efeitos de densidade nas taxas reprodutivas observadas em N. alata. Isto demonstra que
fendmenos ecologicos que podem ser influenciados pela densidade populacional, como
limitacdo polinica, ocorréncia de Efeito de Allee e competicdo intraespecifica, podem ocorrer

tanto espacialmente quanto temporalmente.

Em relacdo a longevidade floral, os maiores valores das taxas reprodutivas em
longevidades intermediarias pode ser um indicativo de vantagens adaptativas para estes
periodos na populacdo estudada. Isto pode estar relacionado a eficiéncia do principal grupo
polinizador associado a possivel minimizacao dos custos de manutencédo floral em flores com

maior longevidade.

Este estudo se mostra importante por ressaltar o quanto distintas caracteristicas ligadas ao
sucesso reprodutivo podem estar suscetiveis a variacbes em curtos periodos de tempo,
reforcando a ideia de que espécies vegetais podem estar em constante regime de selecdo

mediada pelos polinizadores.
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