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Resumo

A selecdo natural mediada por polinizadores ocorre quando fendtipos florais especificos e herdaveis
aumentam o sucesso reprodutivo das plantas devido as interagdes e pressodes seletivas diferenciais causadas
por seus polinizadores. Sendo assim, promovendo adaptacdes morfologicas para maior eficiéncia na
polinizagdo. Apesar destas adaptagdes conferirem um grau de especializagdo, intera¢des planta-polinizador
frequentemente apresentam assimetrias, organizando-se em redes complexas influenciadas por fatores
bidticos e abidticos. Em espécies de ampla distribuig@o, essas interagdes geram mosaicos geograficos de
atributos fenotipicos ¢ variabilidade local ajustada a fauna de polinizadores. Tocoyena formosa
(Rubiaceae), amplamente distribuida no Cerrado, exemplifica esse fenomeno. Suas flores tubulares sdo
altamente especializadas para a polinizagdo por mariposas do grupo dos esfingideos com probdscides
longas, sendo dependente exclusivamente dessas espécies devido a sua autoincompatibilidade. Entretanto,
apenas uma pequena fracdo da fauna de esfingideos do Cerrado possui proboscides longas, o que reforga a
importancia dessas mariposas na manutengao e conectividade ecoldgica nas comunidades. Caracterizamos
a fauna de polinizadores de T. formosa presente na Estagdo Ecoldgica Barreiro Rico (EBR) por meio de
observacdes diretas e indiretas com ferramentas como cameras trap e de visdo noturna além de redes
entomologicas. Nas plantas, o comprimento do tubo floral, area da corola e nimero de flores foram medidos
como atributos morfoldgicos associados a interagdo com polinizadores. O sucesso reprodutivo foi medido
primariamente pelo numero de frutos formados e média de sementes por fruto. Posteriormente, com o
objetivo de aprofundar o trabalho, o éxito reprodutivo feminino foi mensurado por meio de medidas
proporcionais entre o numero de frutos produzidos pelo nimero de flores total de cada individuo. Os dados
da populacdo de EBR foram comparados com outras populagdes previamente estudadas em diversas regides
do Cerrado brasileiro. A sele¢do natural foi investigada por regressdes multiplas e modelos aditivos
generalizados, usando abordagens classicas e atualizadas, permitindo estimar a forca, dire¢do e forma da
selecdo natural sobre os atributos medidos. Este trabalho integrou dados das morfologias florais e éxito
reprodutivo feminino de outra populacdo de 7. formosa previamente estudada para entender padrdes
geograficos de sele¢do mediada por polinizadores. Para tal, utilizando dos mesmos moldes deste trabalho,
uma populacdo de 7. formosa presente na regido de Pratania (PRT), que ocorria em um cerrado mais
comum, foi analisada e comparada com as descobertas feitas em EBR. Os resultados indicam que a
populagdo de T. formosa na Estagdo Ecologica de Barreiro Rico (EBR) apresenta uma fauna de
polinizadores composta por trés espécies de esfingideos interagindo com a planta: Agrius cingulata,
Manduca rustica e Manduca paphus. A populagdo de EBR possui tubos florais significativamente mais
longos do que as populacdes de Pratania e Caldas Novas. Observou-se também que os polinizadores
apresentam um forte ajuste morfoloégico com as flores na comunidade de EBR. Devido a isso, foram
observados gradientes significativos para um maior numero de flores no display floral, o que aumentaria a
atracdo de polinizadores e a frequéncia de visitas. Portanto, o sucesso reprodutivo da populacdo presente
em EBR ¢ favorecido pela producdo de mais flores, conferindo maior display floral e atragdo de
polinizadores. Com o objetivo de aprofundar o trabalho, novas analises de selecdo foram feitas utilizando
diferentes formas para quantificar o éxito reprodutivo da populagdo presente em EBR, que acabaram
confirmando os resultados encontrados até entdo. Nossos resultados também mostraram que as distintas
comunidades formadas de populagdes de Tocoyena formosa e seus polinizadores presentes em Barreiro
Rico e Pratania, apresentam diferencas bidticas e abidticas entre si que levam a alteracdes formalmente
significantes na atuagdo da selecdo natural mediada por polinizadores nestas microescalas. Em relacdo a
Pratania, a populagdo esta sendo selecionada para ter tubos florais mais longos dada o fraco ajuste
morfologico planta-polinizador e os tubos significativamente mais curtos. Portanto, em cada caso, a sele¢@o
natural acaba selecionando diferentes atributos florais com base nas diferengas abidticas e pressdes
resultantes dos diferentes graus de ajuste morfologicos da miriade de interacdes causadas por seus
polinizadores e morfologias florais existentes nas diferentes populagdes formando um mosaico Co
evolutivo complexo.

Palavras-chave: Sele¢cdo mediada por polinizadores, atributos morfoldgicos, Tocoyena formosa,
esfingofilia, mosaico.



Abstract

Pollinator-mediated natural selection occurs when specific and heritable floral phenotypes increase the
reproductive success of plants due to interactions and differential selective pressures exerted by their
pollinators, thus promoting morphological adaptations for greater pollination efficiency. Although these
adaptations confer a certain degree of specialization. Plant-pollinator interactions often present
asymmetries, organizing themselves into complex networks influenced by biotic and abiotic factors. In
widely distributed species, such interactions generate geographic mosaics of phenotypic traits and local
variability adjusted to the pollinator fauna. Tocoyena formosa (Rubiaceae), widely distributed in the
Cerrado biome, exemplifies this phenomenon. Its tubular flowers are highly specialized for pollination by
sphingid moths with long proboscises, being exclusively dependent on these species due to its self-
incompatibility. However, only a small fraction of the Cerrado’s sphingid fauna has long proboscises, which
reinforces the importance of these moths in maintaining ecological connectivity in the communities. We
characterized the pollinator fauna of 7. formosa at the Barreiro Rico Ecological Station (EBR) through
direct and indirect observations using tools such as camera traps, night vision equipment, and entomological
nets. In the plants, floral tube length, corolla area, and flower number were measured as morphological
traits associated with pollinator interaction. Reproductive success was primarily measured by the number
of fruits produced and the average number of seeds per fruit. To further deepen the study, female
reproductive success was also quantified by the proportion between the number of fruits produced and the
total number of flowers per individual. Data from the EBR population were compared with other previously
studied populations from different regions of the Brazilian Cerrado. Natural selection was investigated
using multiple regressions and generalized additive models, applying classical and updated approaches to
estimate the strength, direction, and form of natural selection on the measured traits. This study integrated
floral morphology and female reproductive success data from another previously studied population of 7.
formosa to understand geographic patterns of pollinator-mediated selection. To this end, using the same
methodology, a population of 7. formosa from the Pratinia region (PRT), occurring in a more typical
Cerrado, was analyzed and compared with the findings from EBR. The results indicate that the 7. formosa
population at Barreiro Rico Ecological Station (EBR) has a pollinator fauna composed of three sphingid
species interacting with the plant: Agrius cingulata, Manduca rustica, and Manduca paphus. The EBR
population has significantly longer floral tubes than the populations from Pratdnia and Caldas Novas. A
strong morphological match between pollinators and flowers was also observed in the EBR community.
Consequently, significant gradients were observed for a larger floral display, which would increase
pollinator attraction and visitation frequency. Therefore, the reproductive success of the EBR population is
favored by the production of more flowers, providing a greater floral display and attracting more pollinators.
To deepen the study, new selection analyses were conducted using different approaches to quantify the
reproductive success of the EBR population, which confirmed the results found so far. Our results also
showed that the distinct communities formed by Tocoyena formosa populations and their pollinators in
Barreiro Rico and Pratania present biotic and abiotic differences that lead to significant changes in the
action of pollinator-mediated natural selection at these micro-scales. In Pratania, the population is being
selected for longer floral tubes given the weak morphological fit between plants and pollinators and the
significantly shorter tubes. Therefore, in each case, natural selection favors different floral traits based on
abiotic differences and the resulting pressures from the varying degrees of morphological fit in the myriad
of interactions caused by their pollinators and the floral morphologies present in different populations,
forming a complex coevolutionary mosaic.

Keywords: Pollinator-mediated selection, morphological traits, Tocoyena formosa,
sphingophily, mosaic.
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1. Introducao

A selecao natural mediada por polinizadores (SNMP) ocorre quando o sucesso
reprodutivo dos individuos em uma populagdo de planta aumenta em fungdo de
determinados fenotipos florais herddveis que, por meio das interagdes e pressoes seletivas
exercidas pelos polinizadores, maximizam a eficiéncia da polinizagdo e o sucesso
reprodutivo dos individuos (Simon-Porcar et al., 2024; Amorim et al., 2022; Rech et al.,
2014; Bartkowska & Johnston, 2012; Stebbins 1970). Assim sendo, as intera¢des planta-
polinizador podem resultar em adaptagdes muito estreitas, como tubos longos para
proboscides longas; conferindo a interacdo um certo grau de especializacdo para um
grupo de polinizadores (Tong et al., 2024; Pauw et al., 2009; Grindeland et al., 2005).
Fortes ajustes morfologicos planta-polinizador, elevam o éxito reprodutivo das plantas e
conferem vantagens para seus polinizadores, como acesso exclusivo e total aos recursos
produzidos nas flores, resultando em uma fidelidade floral elevada (Solis & Vallejo,
2017; Sazatornil et al., 2016; Mor¢ et al., 2012).

Entretanto, como os mutualismos permitem a ocorréncia de um amplo espectro
de ajustes e desajustes entre as espécies, espera-se que o nivel de reciprocidade
morfologica seja variavel através do tempo e de suas distribui¢cdes (Soteras et al., 2020;
Sazatornil et al., 2016; Thompson, 2005). Isso ocorre porque, uma vez que, plantas e
polinizadores estabelecem interacdes assimétricas que estdo organizadas em redes
complexas, nas quais cada populacdo pode evoluir diferentemente. Estas assimetrias, por
sua vez, ocorrem devido as interagdes com outras espécies € as variagdes nas condi¢des
abioticas ao longo de suas distribui¢des ¢ ao longo do tempo. Sendo assim, criando
mosaicos geograficos de atributos. (Soteras et al., 2020; Pauw et al., 2009; Anderson &
Johnson, 2008; Thompson, 2005). Ademais, estas assimetrias ocorrem mesmo em
sistemas altamente especializados e afetam especialmente as espécies com ampla
distribuicao geografica, que por sua vez, tendem a apresentar mudangas micro evolutivas
via selecao natural local as quais tornam a morfologia das flores localmente ajustada aos
polinizadores (Sazatornil et al., 2016; Mor¢ et al., 2012; Anderson & Johnson, 2008).

Exemplos de adaptagdes em resposta as diferentes interagdes com animais sao o
desenvolvimento de flores tubulares e modulagdes no display floral (Sletvold et al., 2017;
Nilsson, 1988; Mitchell et al., 2004). Estes atributos florais podem adquirir diversos

papeis nas interagdes ecologicas. O papel do tubo floral na interag@o esta relacionado com



a limita¢do na identidade das interagdes e na mediacdo no acesso aos recursos. Sua
modulagdo pode favorecer o ajuste morfologico planta-animal maximizando a eficiéncia
dessa interacao (Solis & Vallejo, 2017). J& o display floral, além de também ser associado
com o ajuste morfoldgico planta-polinizador, ¢ composto por elementos atrativos como
numero de flores, cores e fragrancias, desempenha papel fundamental na atracdo de
polinizadores (Amorim et al., 2022; Kindlmann et al., 2006). Dessa forma, variagdes no
numero de flores, por exemplo, tem efeito direto no sucesso reprodutivo das espécies.
Mas também, € um importante modulador da interacao, podendo influenciar na frequéncia
e nos padrdes de visitacdo resultando na modulagdo da exportagdo e recepgao de polén

(Benitez-Vieyra et al., 2005; Grindeland et al., 2005; Mitchell et al., 2004).

Partindo destes pressupostos, espécies com ampla distribuicdo e variacao
fenotipica sdo bons modelos para avaliar como o processo de selecdo pode variar em
microescalas. Tocoyena formosa (Rubiaceae) ¢ uma das espécies lenhosas mais comuns
e amplamente distribuidas no Cerrado (Sanz-Veiga et al., 2021; Ratter et al., 2003). Suas
flores possuem cores claras variando de branco a amarelo claro e apresentam tubos
hipocrateriformes cujo comprimento pode ser superior a 15 cm. A antese ¢
exclusivamente noturna, periodo no qual ocorre a emissdo de um odor adocicado, além
da producao do néctar (Oliveira et al., 2004). Estas caracteristicas tornam 7. formosa uma
das plantas de Cerrado estritamente especializadas a polinizagdo por esfingideos (veja
Silberbauer-Gottsberger, 1972; Silberbauer-Gottsberger & Gottsberger, 1975; Oliveira et
al., 2004; Sanz-Veiga et al., 2021).

Ademais, além de apresentar elevada especializagdo fenotipica, 7. formosa
também ¢ uma espécie auto incompativel (ou seja, depende exclusivamente de
polinizagdo cruzada para a producdo de frutos e sementes) e possui flores protandricas
(ou seja, amadurecimento primario da fase masculina e secundario da feminina), levando
a uma reducao na probabilidade de o estigma receber por graos de pélen advindos do
mesmo individuo. Este conjunto de caracteristicas torna a espécie completamente
dependente dos esfingideos para a sua reproducdo, particularmente aquelas espécies com
proboscide longa. Contudo, espécies de esfingideos com probdscide longa (>8,0 cm)
constituem apenas uma pequena fracdo (~1/3) da fauna dessa familia no Cerrado
(Camargo et al., 2018; Amorim et al., 2009), bem como em outros em ecossistemas

tropicais no planeta (Johnson et al., 2017).



Os esfingideos (Lepidoptera, Sphingidae) sao mariposas muito peculiares,
reconhecidas pelo seu papel duplo como polinizadores noturnos e em sua fase larval,
herbivoros vorazes e economicamente relevantes. Na fase adulta, esses animais sao
conhecidos por se alimentarem nesta fase, serem longevos, possuirem uma grande
capacidade de dispersao, possuirem uma alta demanda de recursos diariamente (chegando
a até um ter¢o do peso corpdreo por dia) e uma elevada fidelidade floral promovendo a
reproducdo sexuada de muitas espécies vegetais com morfologia floral bastante
especializada (Oliveira et al., 2014; Darwin, 1862; Wallace, 1867).

Apesar da esfingofilia ndo ser o sistema de polinizagdo mais frequente, a
adaptacao para a polinizacao por esfingideos em uma grande diversidade de plantas torna
este sistema de polinizagdo fundamental para a estrutura e organizagdo de comunidades,
haja vista que varias espécies de plantas dependem exclusivamente destes polinizadores
para que ocorra a polinizacao e reproducdo (Amorim et al., 2009; Johnson et al., 2017).
Estes animais acabam por serem excelentes conectores de populacdes e biomas enquanto
buscam por recursos ao longo do decorrer das estacdes do ano e ao longo de suas
distribuicoes (Krissa et al., 2019; Amorim et al., 2009; Beck & Kitching, 2007). Ademais,
considerando que existem flores esfing6dfilas em todos os biomas brasileiros, ocupando
grandes extensoes e atravessando diversos biomas (Camargo et al., 2018; Johnson et al,
2017; Oliveira et al., 2014). E que o cerrado faz fronteira com grandes biomas brasileiros
(ou seja, Mata atlantica, Amazonia, Pantanal e Caatinga). Entdo, a localizagao geografica
do Cerrado permite que esse ecossistema funcione como uma matriz permeavel para
entrada de espécies provindas dos ecossistemas adjacentes, o que influencia diretamente
a composi¢ao de espécies da fauna de esfingideos no bioma (Amorim et al., 2009).

Estas caracteristicas geram variagdes locais na fauna dessas mariposas (a qual
apresenta elevada diversidade B, ou seja, turnover de espécies) e possuem flutuagdes
faunisticas interanuais podendo afetar a evolucdo da morfologia floral de plantas
especializadas e com ampla distribuicdo, como ¢ o caso de Tocoyena formosa (Vellend,
2010; Amorim et al., 2009). Portanto, a 7. formosa ¢ uma excelente espécie modelo para
entender as variagdes geograficas na reciprocidade morfoldgica de uma populagao e seus
polinizadores, mais também, como a selecdo natural mediada por polinizadores sob
caracteres fenotipicos possa estar atuando ao longo de sua distribui¢do no extenso
Cerrado brasileiro. Estes animais acabam por serem excelentes conectores de populagdes

e biomas enquanto buscam por recursos ao longo do decorrer das estacdes do ano e ao



longo de suas distribui¢des (Krissa et al., 2019; Amorim et al., 2009; Beck & Kitching,
2007).

No centro-oeste paulista, na por¢ao mais ao sul da distribuicdo do Cerrado e
regides de florestas estacionais semideciduais da Mata Atlantica fazem fronteira e levam
a ocorréncia de importantes areas de transi¢do de biomas. Ambos os biomas possuem
grande importancia como hotspots prioritarios para conservac¢ao no Brasil (Myers et al.,
2000). Uma dessas zonas de transi¢dao ocorre na regido de Botucatu e Anhembi; e
especificamente na Estacdao Ecologica Barreiro Rico (EBR), municipio de Anhembi - SP,
uma parte dessa zona ocorre uma condicdo muito particular, na qual é possivel observar
um enclave de Cerrado sensu stricto circundado por floresta estacional semidecidual.
Nesta area, encontramos uma populacao de 7. formosa ja em fase de frutificagdo (margo
de 2023), o que revela a atividade de esfingideos. E, considerando que a regido ¢ uma
zona de transi¢do de biomas, a EBR tem um grande potencial de possuir um elevado
turnover de espécies (elevada beta diversidade) o que possibilitaria novas interagdes entre
espécies dos dois biomas com 7. formosa. Estas condi¢des podem resultar em diferencas
no pool de espécies de esfingideos, diferengas nos atributos fenotipicos e provaveis
mudangas na atuagdo da sele¢do natural mediada por polinizadores em relacdo a outras
populacdes que ocorrem em cendrios mais tipicos de Cerrado.

Entretanto, ndo conhecemos quais nem quantas espécies de esfingideos visitam as
flores de 7. formosa nesse enclave de Cerrado, tampouco se ha uma variagdo em sua
morfologia floral em relagdo a outras populacdes de 7. formosa no Brasil, e se a
morfologia floral da populagdo esta sujeita a processos locais de selecao natural mediada
pelos polinizadores. Dessa forma, se torna imprescindivel investigar a diversidade de
esfingideos que interagem com as flores de 7. formosa nesse enclave de Cerrado e
compara-las com as de outras populacdes, assim como testar a variagdo em sua
morfologia floral em relagdo a outras populacdes de 7. formosa no Brasil, e se a
morfologia floral da populacao esta sujeita a processos locais de sele¢do natural mediada

pelos polinizadores.



2. Objetivos

Considerando que i) a fauna de esfingideos do Cerrado ¢ influenciada pela da
fauna provinda dos biomas adjacentes; i) a area de estudo ¢ um enclave de Cerrado
circundado por floresta estacional semidecidual; iii) 7. formosa ¢ uma espécie
completamente dependente de esfingideos para a sua polinizagdo. Espera-se que
variagoes na fauna de polinizadores possam implicar em variagdes no regime de pressao
seletivas que atuam na morfologia da flor e no display floral. Entdo o presente trabalho
tem como objetivos:

1) Identificar a composicdo de espécies de esfingideos polinizadores de T.
formosa no enclave de Cerrado e avaliar se ela difere daquela observada em
outras areas de Cerrado no Brasil.

2) Analisar se a distribuicao do comprimento do tubo floral de 7. formosa difere
de outras areas previamente estudadas ao longo de sua distribui¢do no
Cerrado.

3) Testar a ocorréncia de selecao natural mediada por polinizadores sobre a
morfologia floral desta populacdo de 7. formosa que esta presente nesta area
de Cerrado.

4) Testar se a atuagdo da sele¢ao natural mediada por polinizadores difere entre
populagdes previamente estudadas utilizando diversos métodos para

quantificar o éxito reprodutivo de Tocoyena formosa.

3. Materiais e Métodos

AREA DE ESTUDO: O estudo foi desenvolvido na Esta¢do Ecolégica Barreiro
Rico — EBR (22°40°32” S — 48°08°34” W), situada no municipio de Anhembi entre os
Rios Tieté (ao sul) e Piracicaba (ao norte), a uma altitude de ca. 500 m a.n.m. A EBR
possui uma area total de 292 Hectares, composta em sua maior parte por floresta
estacional semidecidual (Mata Atlantica), que circunda um pequeno enclave de Cerrado
sensu stricto com cerca de 6 Hectares. Neste enclave, ocorrem espécies muito tipicas
deste ecossistema, tal como 7. formosa, que representa uma das espécies mais

amplamente distribuidas do Cerrado (Ratter et al.; 2003). O estudo de campo foi realizado



entre outubro de 2023 e marco de 2024, o que compreende todo o periodo reprodutivo

(da floracdo a frutificagdo) de 7. formosa.

CARACTERIZACAO DA FAUNA DE ESFINGIDEOS POLINIZADORES: A
caracterizagdo da fauna de polinizadores foi realizada por meio de observagdes focais dos
visitantes florais de 7. formosa, através da captura direta de imagens e mariposas
visitando flores utilizando cameras fotograficas e redes entomolodgicas. Para tal, a
presenca dos visitantes nas flores foi identificada com o auxilio de bindculo e cdmera com
visao noturna (luz IR), o que permite a observagao dos esfingideos na completa auséncia
de luz. Adicionalmente, também foi realizada a observacao indireta dos visitantes florais
de T. formosa por meio do uso de trés cameras de visdo noturna ativadas por calor e
movimento (Bushnell Corporation, Overland Park, Kansas). Estas cameras utilizam
deteccao de infravermelho passivo (passive-infrared detection ), € permitem a realizacao
de observacdes acuradas dos visitantes florais ao longo de todo o periodo de floracdo da
espécie e, portanto, da quantificacao da frequéncia de visitas (veja Jonhson et al., 2020;
Amorim et al., 2022). Todas as espécies capturadas tiveram o comprimento de sua
proboscide aferida com auxilio de paquimetro digital, além de analisadas para a presenca
de polen de T. formosa, cuja morfologia € bastante caracteristica e facilmente distinguida
de outras espécies vegetais visitadas por esfingideos. As identificagdes das espécies de

esfingideos foram realizadas conforme Camargo et al. (2018).

CARACTERIZACAO DA MORFOLOGIA FLORAL E SELECAO NATURAL
MEDIADA POR POLINIZADORES: Para caracterizar a morfologia floral da populacao
de T. formosa, n6s marcamos 44 individuos com pelo menos 5 flores na area de estudo,
dos quais fizemos medidas de 5 a 10 flores por planta (N de flores totais = 240). Como o
tubo floral representa o atributo limitante mais importante relacionado a interagao da 7.
formosa e os esfingideos, o comprimento do tubo foi o atributo morfologico alvo da
investigacao da seleg¢do natural mediada por polinizadores. Para aferir o comprimento do
tubo floral foi utilizado paquimetro digital (Figura 1 em A). Ademais, foram coletados
também dados relativos a area da pétala excluindo o comprimento do tubo floral
(considerada uma elipse, Figura 1 em B) e dados relativos ao numero total de flores
produzidas por individuo estudado (Figura 1 em C).

Como as andlises de selecao natural dependem de um parametro de fitness, nds

utilizaremos o éxito reprodutivo feminino (ERF) para testar a ocorréncia de selecao



natural mediada pelos polinizadores sobre os atributos florais via componente materno
do fitness. Para aferir o ERF foram: Quantificados o numero de frutos iniciados totais dos
individuos; considerando que para haver formacao de frutos, necessariamente, deve haver
a polinizag¢do/fecundagdo cruzada nessa espécie, foi quantificado a média de sementes
produzidas por fruto de cada individuo (pelo menos 3 frutos quantificados), foi calculado
a propor¢do de frutos iniciados pelo ntimero de flores produzidas totais e por fim, foi
calculado a média de sementes multiplicada pela quantidade de frutos totais dividido pelo
numero de flores produzidas totais. Assim, a ocorréncia de SNMP sobre os atributos desta
espécie foi testada a partir da relacdo entre os atributos preditores e os diferentes métodos

para quantificar o éxito reprodutivo como Proxys resposta. A mesma metodologia de

coleta de dados foi aplicada nas populacdes utilizadas neste trabalho que foram
previamente estudadas pelo Laboratdrio de Ecologia da Polinizacao e Interacdes (LEPI).

Figura 1. Atributos florais contabilizados. Em A. comprimento do tubo floral. Em B.
area da pétala da corola excluindo o tubo floral (considerada uma elipse, L=comprimento,
W=largura). Em C. numero total de flores por individuo.

ANALISE DE DADOS: Para testar se o comprimento do tubo floral da populagéo
difere daquele observado em outras populagdes no Brasil foi realizada uma ANOVA de
um fator. Para estas analises foram utilizados os dados de pelo menos cinco populagdes
distintas, cujos dados morfoldgicos foram aferidos nos estados de Sao Paulo, Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias e Tocantins (os outros dados sdo de trabalhos nao
publicados realizados pelo grupo de estudos). As andlises de selecao natural mediada
pelos polinizadores foram executadas segundo as abordagens cldssica de Lande & Arnold
(1983) e a mais atual de Morrissey & Sakrejda (2013); com o modelo: Num. frutos ~
Tubo floral + Area corola + Num. Flores (atributos estandardizados ¢ fitness relativizado).
Sendo assim, foram utilizadas regressdes multiplas e modelos aditivos generalizados para

estimar a for¢a, forma e dire¢ao da selecdo natural mediada pelos polinizadores operando



sobre os atributos morfologicos medidos (através dos valores e significancias dos
gradientes de selec¢do). Utilizando a linguagem de programacao R (R Core Team, 2023-
04-21) para realizar todas as analises, extrair os diferenciais e gradientes de selecao e por
fim, construir os graficos dos resultados das analises e dados (pacotes utilizados: ggplot2,
car, ggfortify, visreg, mgcv, gsg, emmeans).

Utilizando de dados e resultados ndo publicados de outros trabalhos pertencentes ao
grupo de pesquisa do Laboratério de Ecologia da Polinizagdo e Interagdes (LEPI),
relativos as mesmas andlises propostas no presente trabalho, comparamos nossos
resultados em relagdo a composicdo da fauna de polinizadores e distribuicdo dos
caracteres morfologicos das populacdes entre a populacdo de EBR e de outras populagdes
de T. formosa ao longo da distribuicao do cerrado brasileiro para entender a distribui¢ao
dos caracteres mensurados, bem como possiveis diferencas, entre as populacdes.

Também, a partir das primeiras analises do presente trabalho e por meio dos dados
coletados em uma populacgao localizada no municipio de Pratania, refizemos as analises
de selecdo mediada por polinizadores nos moldes do presente trabalho, utilizando, em
parte, os mesmos métodos para quantificar o éxito reprodutivo da espécie sendo o nimero
de frutos iniciados (proxy0) e a propor¢ao de frutos iniciados por flor formada (proxyl).
Por fim, para comparar a atuacdo da sele¢do natural mediada por polinizadores entre as
populacdes de EBR e PRT foram construidos diferentes modelos GAM relacionando o
sucesso reprodutivo, isto €, os métodos de quantificacdo quantificados e calculados, com
os atributos florais foram comparados em diferentes niveis de complexidade. Estes niveis
de complexidade levavam em conta os dados recolhidos como pertencentes de diferentes

populacdes, em diferentes niveis de separacdo e como pertencentes a mesma populacao.



4. Resultados

FAUNA DE POLINIZADORES: Trés espécies principais de esfingideos
visitantes desta populacdo de 7. formosa foram identificadas e suas probodscides
mensuradas (Figura 2), sendo em média: Agrius cingulata (proboscide:~9cm), Manduca
rustica (proboscide:~13cm) e Manduca paphus (probdscide:~10cm) Nas outras

populagdes, previamente estudadas pelos membros do LEPI, estas espécies ocorreram em

todas as populagdes concomitantemente com mais outras espécies de esfingideos.

Figura 2. Principais espécies polinizadoras da populacio de Tocoyena formosa
pertencente a Estacio Ecologica de Barreiro Rico. Em A, Agrius cingulata
(probodscide: ~9cm), em B, Manduca rustica (proboscide: ~13cm) com poédlen de T
formosa em sua probdscide. Em C, Manduca paphus (proboscide: ~10cm). Em D, Agrius
cingulata exibindo um forte ajuste morfoldgico entre planta e polinizador. Em E, imagem
de close-up da probdscide de uma Agrius cingulata com deposi¢des de poélen de Tocoyena
formosa.



DIFERENCAS NAS DISTRIBUICOES DO TUBO FLORAL ENTRE AS
DIFERENTES AREAS: Com base nos resultados da ANOVA de um fator (comprimento
do tubo floral~cidade, p<0,001) e um teste posthoc de Tukey. A populacio de 7. formosa
presente na Estacdo Ecolédgica de Barreiro Rico (EBR, média=111.89mm, sd=10,16mm)
apresentou uma distribuicdo nos comprimentos médios dos tubos florais maior em
comparac¢do a as populagdes de Pratdnia (EBR-PRT p<0.001, f=8.28) e Caldas Novas
(EBR-CNV p<0.0001; figura 3). Ainda, as populagdes de Bauru e Botucatu apresentaram
diferencas com a populagdo estudada com valores de p muito préximo ao limiar de

significancia, entre 0,05 > p < 0,06 (Figura 3).
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Figura 3. Grafico das diferentes distribuicdes dos comprimentos do tubo floral de
Tocoyena formosa entre diferentes areas. Em azul, distribui¢des do comprimento do
tubo floral de populagdes de 7. formosa previamente estudadas de areas de Cerrado sensu
strictu pertencentes aos municipios de: Bauru (BAU), Botucatu (BTU), Caudas Novas
(CNV), Pratania (PRT) e Uberlandia (UDI). Em vermelho, a distribuicdo do comprimento
do tubo floral da populagdao da Estacdo Ecoldgica de Barreiro Rico (EBR). Caracteres
diferentes (a,b,c) indicam diferenca apos teste posthoc de Tukey.



SELECAO NATURAL MEDIADA POR POLINIZADORES: Com base no
proxy: frutos iniciados totais (tabela 1, W total); identificamos a ocorréncia de selecdo
natural direcional positiva para o atributo morfologico: Numero de flores produzidas (isto
¢, o display floral) com gradientes significativos (Bi = +1,879; SE = 0,056; P < 0,0001;
Figura 4). Em contrapartida, para os efeitos dos outros atributos florais medidos (isto ¢, o
comprimento do tubo floral e area da corola excluindo o tubo) ndo observamos gradientes
significativos; (Tabela 1, Bi = -0,0052; SE = 0,057, pi =-0,0167; SE = 0,058 e figura 4).
Analises adicionais indicam que os resultados ndo se alteram ao remover os individuos
outliers (com muitas flores produzidas). Removendo os individuos outliers obtemos
fundamentalmente os mesmos resultados: fi=+0,891; SE =0,07; P <0,0001. Nao foram
encontrados diferenciais e ou gradientes significativos para os demais Proxys
quantificados e calculados, isto é: Média de sementes produzidas por fruto, propor¢ao de
frutos iniciados pelo numero de flores produzidas totais € por fim, média de sementes
multiplicada pela quantidade de frutos totais dividido pelo numero de flores produzidas

totais.

Tabela 1. Tabela dos gradientes e diferenciais de selecio natural sob caracteres
florais. Tabela dos diferenciais (Si e Ci) e gradientes (fi e yi) de selecdo extraidos pela
abordagem mais recente de Morrissey & Sakrejda (2013) e suas significancias expostas
por “***”_considerando como Fitness o numero de frutos iniciados.

ATRIBUTO (W total) Si Ci

Tubo Floral -0.1082 (0.2942) -0.2966 (0.2446)
Area da Corola +0.3149 (0.2906) -0.0940 (0.3033)
DlSplCly floral +1.8771 (0.0541)*** +0.3231 (0.0214)***
ATRIBUTO (W total) Bi yi

Tubo Floral -0.0052 (0.0575) -0.0208 (0.0679)
Area da Corola -0.0167 (0.0583) -0.0879 (0.2445)
Display floral +1.8798 (0.0565)*** -0.3009 (0.1761)

*#%p<0,001;**p<0,01;*p<0,05
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Figura 4. Relacdo entre atributo morfolégico e éxito reprodutivo. Atributos
fenotipicos analisados: comprimento do tubo, area da corola excluindo o tubo floral e
numero de flores produzidas / display floral; o proxy de éxito reprodutivo utilizado: frutos
iniciados totais. Em A, comprimento do tubo. Em B, area da corola excluindo o tubo
floral. Em C, numero de flores totais produzidas.



ANALISES DE SELECAO MEDIADA POR POLINIZADORES ENTRE
POPULACOES: Na populagdo de Barreiro rico (EBR — Tabela 2 & Figura 5 em azul),
identificamos a ocorréncia de sele¢do natural direcional positiva para o atributo
morfologico Numero de flores produzidas, isto ¢, o display floral, com gradientes
significativos (Figura 5 em B & Tabela 2, proxy0: pi =+1,879; SE = 0,056; P < 0,0001).
J& em ralacdo a populagdo de Pratdnia (PRT- Tabela 2 & Figura 5 em vermelho),
identificamos a ocorréncia de selecdo natural direcional positiva para o comprimento do
tubo floral com gradientes de sele¢do significativos para ambos os métodos de
quantificagdo do éxito reprodutivo feminino (Figura 5 em A & Tabela 2, proxy0: pi =
+0.125; SE = 0.056; P < 0,05, proxyl: fi=+0.116; SE = 0.051; P <0,05).

Em especial, na analise da medida de aptidao: proporcao de frutos iniciados pelo
numero total de flores em relacdo ao numero de flores (Proxy 1, Figura 5, em C e D),
foram encontrados gradientes significativos, porém com comportamento direcional
negativo em relacdo ao niimero de flores para Pratania (Figura 5 em D & Tabela 2,
proxyl: i =-0.118 ; SE = 0.041; P < 0,05) e ndo significativos para EBR (Figura 5 em
D & Tabela 2, proxyl: fi = 0.03; SE=0.03; P > 0,05).

Tabela 2. Tabela dos gradientes e diferenciais de selecio natural sob caracteres
florais por populacio e proxy de fitness. Tabela dos gradientes (Bi e yi) de selecao
extraidos pela abordagem mais recente de Morrissey & Sakrejda (2013) e suas
significancias expostas por “***”  considerando como Fitness o ntiimero de frutos
iniciados (proxy0) e a propor¢do de frutos iniciados por niumero de flores total por
individuo (proxyl).

ATRIBUTO (proxy0) i yi

Tubo Floral (EBR) -0.008 (0.067) +0.0004 (0.006)
Tubo Floral (PRT) +0.125 (0.056)* +0.035 (0.040)
Display floral (EBR) +0.936 (0.036)*** +0.876 (0.068)***
Display floral (PRT) +0.556 (0.049)** +0.309 (0.055)*
*#%p<0,001;**p<0,01;*p<0,05

ATRIBUTO (proxyl) i yi

Tubo Floral (EBR) -0.078 (0.065) -0.0001 (0.001)
Tubo Floral (PRT) +0.116 (0.051)* +0.041 (0.047)
Display floral (EBR) -0.033 (0.033) -0.0001 (0.001)
Display floral (PRT) -0.118 (0.041)* +0.001 (0.001)

*#%p<0,001;**p<0,01;*p<0,05
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Figura 5. Relacdo entre atributo morfologico e €xito reprodutivo nas diferentes
populacdes. Graficos em azul (a esquerda) representam a populagdo de Barreiro Rico.
Graficos em vermelho (a direita) representam a populacdo de Pratania. Em A,
comprimento do tubo floral; Em B, nimero de flores totais produzidas por individuo.
(ambos em relagdo ao proxy de frutos iniciados totais) Em C, comprimento do tubo floral.
Em D, numero de flores totais produzidas; ambos em relagdo ao proxy da proporcao de
frutos iniciados totais por flores totais por individuo.



ANALISES COMPARATIVAS ENTRE POPULACOES: A anilise de
covariancia acusou diferengas significativas (valor de p<0,05) entre os modelos mais
complexos (modelo: proxy~ s(tubo, by= populacdo) + s(flores, by= populacdo)), que
incluem a populacao como um fator importante, os modelos intermediarios € os modelos
que nao levam em conta o fator populagdo (modelos: proxy~ s(tubo) + s(flores)). Entao a
atuacdo da selecdo natural mediada por polinizadores difere entre a populagdo de Barreiro

rico e Pratania levando em conta as duas medidas de éxito reprodutivo utilizadas.

5. Discussao

Nossos resultados mostram que a populagao de Tocoyena formosa presente na
Estacdo Ecologica de Barreiro Rico (EBR) possui uma fauna de polinizadores composta
principalmente por trés espécies de esfingideos: Agrius cingulata (probdscide ~9 cm),
Manduca rustica (proboscide ~13 cm) e Manduca paphus (proboéscide ~10 cm) (veja
figura 2). Embora essas espécies tenham ocorrido em todas as areas comparadas, ha
registros de ocorréncia concomitante de outras espécies em determinadas localidades,
como Neococytius cluentius, cuja proboscide atinge em média ~19 cm, observada na
populacdo de Pratania.

Todas essas espécies de esfingideos apresentam ampla distribuicao,
especialmente no Cerrado, o que as torna potenciais vetores de fluxo génico entre
individuos e populacdes (Camargo et al., 2018; Johnson et al., 2017; Amorim et al., 2009;
Krissa et al., 2019). Considerando suas grandes capacidades de dispersdo e elevada
demanda diaria por recursos (chegando a consumir até um ter¢co do peso corporal por
noite), esses animais dependem de espécies vegetais que oferegam recursos suficientes
(Wasserthal, 1996). Assim, acabam se tornando importantes conectores de populagdes e
biomas, mesmo quando estas apresentam diferengas marcantes em suas caracteristicas
florais (Amorim et al., 2009; Beck & Kitching, 2007; Krissa et al., 2019). Esse papel ¢
ainda mais relevante considerando as caracteristicas da regido da EBR, marcada por alta
diversidade beta, além da presenca de flores esfingodfilas em todos os biomas brasileiros,
frequentemente ocupando grandes extensdes (Camargo et al., 2018; Johnson et al., 2017).

A populacao da EBR apresentou distribuigdes do comprimento do tubo floral
significativamente maiores em comparagdo com as populacdes de Pratania (a 50 km de
EBR) e Caldas Novas (a 600 km de EBR) (figura 3). Esse padrao refor¢a hipoteses sobre

variacdes morfologicas em espécies amplamente distribuidas e sobre adaptagdes locais



mediadas pela fauna polinizadora, mesmo quando algumas populagdes estao dentro da
capacidade de dispersdo de polinizadores amplamente distribuidos, como Manduca
rustica e Neococytius cluentius (Pauw et al., 2009; Thompson, 2005; Amorim et al.,
2009). Além disso, mesmo que outras populacdes ndo apresentem diferencas
estatisticamente significativas em relagdo a EBR, observam-se tendéncias e diferencas
relevantes entre as regides (figura 3, graficos em azul). Por exemplo, 75% da distribuicao
do comprimento do tubo floral da EBR est4 acima de pelo menos 50% a 75% de todas as
outras populagdes, havendo ainda diferencas significativas entre as populagdes de Caldas
Novas (CNV) e Uberlandia (UDI), o que fornece mais suporte a essas hipoteses (Soteras
et al., 2020; Pauw et al., 2009; Anderson & Johnson, 2008; Thompson, 2005).

Somando essas distribuigdes do comprimento do tubo floral (entre
aproximadamente 90 mm e 130 mm), os registros dos comprimentos das probdscides dos
polinizadores (também entre 90 mm e 130 mm, em média) e os registros imagéticos das
interagdes (veja figura 2, em D), € possivel inferir uma possibilidade de existir um forte
ajuste morfologico entre planta e polinizador na populacdo da EBR (Solis & Vallejo,
2017; Sazatornil et al., 2016). Um ajuste morfoldgico elevado entre planta e polinizador
promove diretamente um aumento no fitness dos individuos (Wenzell, 2024; Mor¢ et al.,
2012), pois otimiza o contato do polinizador com os 6rgdos reprodutivos da flor,
aumentando a remocao e deposi¢ao de polen e, consequentemente, o sucesso reprodutivo
da espécie (Solis-Montero & Vallejo-Marin, 2017; Mor¢ et al., 2012; Sazatornil et al.,
2016).

Esse cenario de forte ajuste morfoldgico também foi observado na populagao de
Uberlandia (UDI), cuja distribuicdo do comprimento do tubo floral variou entre 85,69
mm e 135,07 mm, com comprimentos de probdscides equivalentes. Em contrapartida, a
populagdo de Pratania (PRT), situada a menos de 50 km da EBR e dentro da capacidade
de dispersdo dos esfingideos (Camargo et al., 2018; Krissa et al., 2019; Wasserthal, 1996),
revelou um cendrio oposto. Em PRT, o comprimento do tubo floral variou de 76,82 mm
a 118,31 mm, enquanto o comprimento das proboscides variou de 90 mm a 190 mm (com
presenca de Neococytius cluentius), evidenciando um desajuste morfolégico marcante
em comparagao com as duas populagdes anteriores.

Esses diferentes contextos morfoldgicos entre populagdes refletem diretamente a
atuacdo da selecdo natural mediada por polinizadores. Na EBR, onde h4 um forte ajuste
morfologico entre planta e polinizador, foram observados gradientes de sele¢ao direcional

positivos e significativos para maior numero de flores por individuo, ou seja, para o



display floral, em relagdo ao numero total de frutos iniciados (representando o resultado
bruto da polinizacdo, dado que 7. formosa ¢ autoincompativel). O display floral estd
diretamente associado a maior atracdo de polinizadores e ao sucesso reprodutivo das
espécies, modulando as dindmicas de exportagao e recep¢ao de pdlen ao longo da floragao
(Beck et al., 2007; Grindeland et al., 2005; Benitez-Vieyra et al., 2006). Esse atributo ¢
ainda mais relevante para animais noturnos, como os esfingideos, que dependem
fortemente de compostos volateis e da luz refletida pelas cores claras tipicas dessas flores
(Johnson et al., 2017; Nilsson, 1988). Além disso, somando-se a protandria caracteristica
de T. formosa e ao cenario de forte ajuste morfologico na EBR, o aumento no display
floral eleva as chances de recep¢do cruzada de polen durante a fase feminina da flor,
aumentando o fitness dos individuos (Benitez-Vieyra et al., 2005; Grindeland et al., 2005;
Mitchell et al., 2004).

Esse mesmo padrdao foi observado na populacao de UDI, onde também foram
encontrados fortes ajustes morfoldgicos e gradientes significativos de sele¢do para o
display floral. J& em PRT, o fraco ajuste morfologico resultou em gradientes
significativos de selecao direcional positiva para o comprimento do tubo floral. Isso
reforca o conhecimento de que, em sistemas especializados com esfingideos, o
comprimento do tubo floral € um dos atributos florais mais importantes (Solis & Vallejo,
2017; Sanz-Veiga et al., 2021). O tubo floral atua no ajuste entre planta e polinizador,
permitindo o acesso ao néctar apenas a individuos com probdscides suficientemente
longas. Assim, esse atributo tende a ser favorecido pela selegdao, aumentando a eficiéncia
da interagdo (Tong et al., 2024; Mor¢ et al., 2012).

Outro ponto de divergéncia entre as populacdes estd relacionado ao Proxyl
(propor¢ao de frutos iniciados por flor formada), um indicativo da efetividade da
polinizagdo levando em conta o nimero de flores. Em sistemas especializados, esse
indicador pode refletir a escassez de polinizadores e/ou de visitas eficazes (Wenzell et al.,
2024; Wasserthal, 1996). Nesse sentido, a observagdo de gradientes negativos
significativos apenas para PRT apoia a hipdtese de escassez de polinizadores eficientes
nessa populacdo, em contraste com EBR, onde ndao se observaram gradientes
significativos para esse proxy. Isso sugere que, além da possivel escassez de polinizadores
em PRT, o desajuste morfoldgico ja descrito também compromete a eficiéncia das

interacdes planta-polinizador (Mor¢ et al., 2012).



Considerando que as populacdes da EBR e PRT foram bem amostradas e
apresentaram boa representatividade, foi possivel avaliar formalmente as diferencas na
atuacdo da sele¢@o natural mediada por polinizadores. A partir da modelagem por GAM
em um conjunto de dados unificado e comparacdes entre modelos com diferentes
complexidades (via analises de covariancia), identificamos diferencgas significativas entre
essas populacdes usando ambos os proxys. Contudo, para a EBR, o proxy relacionado ao
numero de frutos por flor produzida ndo foi significativo nas analises de selecdo. Assim,
fatores como diferencas nos comprimentos dos tubos florais, na composi¢ao da fauna de
esfingideos, na reciprocidade morfologica e nas condi¢des abiodticas locais geram efeitos
relevantes em microescala. Como consequéncia, diferentes atributos florais estdo sendo
selecionados em resposta a esse mosaico de condigdes ecoldgicas nas diversas populagdes
de T. formosa (Soteras et al., 2020; Mor¢ et al., 2012; Pauw et al., 2009; Thompson,
2005).

6. Conclusoes

Podemos concluir que nossos resultados apoiam as teorias de mosaico geografico
coevolutivo de John Thompson e as propostas variacdes geograficas e temporais na
reciprocidade morfologica planta-polinizador que resultam em selecdo fenotipica
mediada pela fauna local. E, embora a popula¢do de Barreiro Rico ndo esteja sendo
selecionada para o atributo mais importante deste sistema de poliniza¢do, ou seja, o
comprimento do tubo floral. A comparagdo com outras populacdes da mesma espécie em
cenarios de interacdo diferentes pode oferecer evidéncias para as hipoteses de ajuste
morfoldgico e suas implicagdes para a selecdo fenotipica mediada por polinizadores e
para a dinamica das interacdes planta e polinizador inicialmente proposta por Darwin e
que vem sendo discutidas até hoje.

Também, podemos concluir que a populacdo de Tocoyena formosa presente na
Estacdo Ecologica de Barreiro rico, possui uma fauna de polinizadores consistente e
comum entre as populacdes embora a distribui¢do do comprimento do tubo floral de suas
flores ser significativamente maior que outras populacdes e apresentar uma tendencia
geral a ser mais longos. Também, a populacao de EBR est4 sendo selecionada em resposta

aos polinizadores para maiores displays florais; um atributo morfologico ligado a atracao



e modulagdo nas interagdes e que tem como efeito direto, alteracdes no sucesso
reprodutivo das espécies.

Ademais, as populacdes de Barreiro Rico e Pratania possuem diferencas importantes
nos fatores bidticos, como a composicdo da fauna de polinizadores e a conformacao
populacional dos atributos florais, e abioticos, como a disposi¢do geografica do cerrado
em relacdo a outros biomas como a mata atlantica, que resultam em diferencas

significativas e formais na atuacdo da sele¢do natural mediada por polinizadores.
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