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RESUMO

Estudamos diferentes aspectos relacionados a biologia reprodutiva de Piper, tendo como
plano de fundo o parentesco filogenético entre espécies coocorrentes e utilizando diferentes
niveis de amostragem, desde a taxocenose até a flor. No capitulo 1, avaliamos a fenologia
reprodutiva de 17 espécies de Piper em uma floresta estacional semidecidua para verificar se
o clima e o parentesco filogenético estdo associados as respostas fenoldgicas dessas espécies
coocorrentes. Apenas a floracdo apresentou sinal filogenético e foi estacional. A frutificacdo
foi influenciada por fatores abioticos, enquanto a floracédo teve uma influéncia compartilhada
de fatores abioticos e das restricdes filogenéticas. Assim, verificamos que mesmo em
ambientes estacionais, pode haver influéncia da filogenia nos eventos reprodutivos. No
capitulo 2, avaliamos o sistema de polinizacdo e testamos se os caracteres florais e dos
polinizadores estdo correlacionados para verificar se 0s polinizadores podem ter mediado a
diversificacdo floral em espécies fenotipicamente generalistas. As espécies sdo entomdfilas e
foram visitadas por 46 espécies de abelhas, besouros, mirideos e moscas. Portanto, sdo
ecoldgica e funcionalmente generalistas. N&o houve correlacdo entre os caracteres florais e 0s
dos visitantes florais, o que sugere que os caracteres analisados ndo representam adaptacdes
aos polinizadores. Outros fatores, p. ex. ambientes-chave, devem estar relacionados com a
diversificacdo do género. No capitulo 3, determinamos a expressdo sexual das espécies, com
enfoque na funcionalidade das flores ao longo da antese, para verificar se existem variagoes
do hermafroditismo, carater considerado como universal nas espécies neotropicais do género.
Observamos variacOes dessa expressdo sexual em quase 25% das espécies aqui estudadas. E
no capitulo 4, determinamos se existe um padrdo de liberacdo de pdlen e exposicdo
estigmatica em espécies neotropicais de Piper, independentemente dos nimeros de estames e
carpelos e da sexualidade da flor. A dinamica dos eventos florais foi semelhante entre as
espécies: a exposicdo e senescéncia estigmatica ocorreu de forma sequencial e gradual em
sentido basipeto e a liberagcdo de pdlen foi assincronica e sequencial. Como as espécies aqui
estudadas pertencem a diferentes clados do género, essas caracteristicas devem ser um padrao

para as espécies neotropicais de Piper.



ABSTRACT

We studied different aspects related to the reproductive biology of Piper, having as
background the phylogenetic relationship among the species and using different levels of
sampling, from the taxocoenosis to the flower. In chapter 1, we evaluated the reproductive
phenology of 17 Piper species in a semideciduous seasonal forest to verify whether climate
and phylogenetic relationshipare associated with the phenological responses of these co-
occurring species. Only flowering showed phylogenetic signal and was seasonal. Fruiting was
influenced by abiotic factors, whereas flowering had a shared influence of abiotic factors and
phylogenetic constraints. Thus, even in seasonal environments, there may be an influence of
phylogeny on reproductive events. In chapter 2, we evaluated the pollination system and
tested whether floral and pollinator characters are correlated to verify whether pollinators may
have mediated floral diversification in phenotypically generalist species. The species are
entomophilous and were visited by 46 species of bees, beetles, mirids and flies. So they are
ecologically and functionally generalist. There was no correlation between floral characters
and floral visitors’ characters, which suggests that the analyzed characters do not represent
adaptations to the pollinators. Other factors, e.g. key environments, should be related to
diversification of this genus. In chapter 3, we determined the sexual expression of species,
focusing on the functionality of flowers throughout the anthesis, to verify whether there are
variations of hermaphroditism, a character considered as universal in the Neotropical species
of the genus. We observed variations of this sexual expression in almost 25% of the species
studied here. And in chapter 4, we determined whether there is a pattern of pollen release and
stigmatic exposure in Neotropical Piper species, independently of the number of stamens and
carpels, and flower sexuality. The dynamic of floral events was similar among species: the
exposure and senescence of stigmas was sequential and gradual in a basipetal direction, and
pollen release was asynchronous and sequential. As the analyzed species belong to different

clades of the genus, these characteristics should be a pattern for Neotropical Piper species.



INTRODUCAO GERAL

Piper € um género pantropical e possui cerca de 2.000 espécies (Quijano-Abril et al.
2006), mas a maior diversidade de espécies ocorre na regido neotropical (Jaramillo e Manos
2001). No Brasil, esta representado por 290 espécies (Guimardes et al. 2015) e a Floresta
Tropical Atlantica € um dos centros de diversificagdo e de endemismos do género, com cerca
de 150 especies (Jaramillo e Manos 2001, Quijano-Abril et al. 2006).

As espécies desse género sdo importantes constituintes do sub-bosque de florestas
tropicais (Hartshorn e Hammel 1994, Greig 2004) e possuem importancia econdmica, como
Piper nigrum (pimenta do reino) que é usada mundialmente como condimento (Greig 2004), e
medicinal (Di Stasi et al. 2002, Dyer et al. 2004). Estudos em diversas areas do conhecimento
tém sido realizados utilizando o género Piper. Em 2004 foi publicado o livro “Piper: a model
genus for studies of phytochemistry, ecology, and evolution”, que aborda diferentes aspectos
ecoldgicos e evolutivos, como as interagdes mutualisticas com formigas (Letourneau 2004) e
morcegos (Fleming 2004), além da ecologia da polinizacdo (Figueiredo e Sazima 2004).
Apesar do conhecimento ja existente sobre esse grupo de plantas, algumas questfes
permaneciam em aberto, principalmente ap6s os estudos filogenéticos que redefiniram a
circunscrigdo do género (Jaramillo e Manos 2001, Jaramillo et al. 2008). Com base nisso,
estudamos diferentes aspectos relacionados a biologia reprodutiva de Piper, tendo como plano
de fundo o parentesco filogenético entre espécies coocorrentes e utilizando diferentes niveis
de amostragem, desde a taxocenose até a flor.

No capitulo 1, avaliamos a fenologia reprodutiva de 17 espécies de Piper em uma
floresta estacional semidecidua para verificar se o clima e o parentesco filogenético estdo
associadas as respostas fenoldgicas dessas espécies coocorrentes. No capitulo 2, avaliamos o
sistema de polinizacdo e testamos se o0s caracteres florais e dos polinizadores estdo
correlacionados para verificar se os polinizadores podem ter mediado a diversificacdo floral
em espécies fenotipicamente generalistas. No capitulo 3, determinamos a expressdo sexual
das flores e das plantas, com enfoque na funcionalidade das flores ao longo da antese, para
verificar se existem variacGes do hermafroditismo, carater considerado como universal nas
especies neotropicais do género. E no capitulo 4, determinamos se existe um padrdo de
liberacdo de podlen e exposicdo estigmatica em espécies neotropicais de Piper,

independentemente dos nimeros de estames e carpelos e da sexualidade da flor.
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CAPITULO 1

Fenologia reprodutiva de espécies neotropicais de Piper (Piperaceae) em floresta

estacional semidecidua: abordagens ecoldgica e filogenética

Resumo

As respostas fenoldgicas das plantas podem ser moduladas por fatores abidticos e
bidticos, bem como pelas relacdes filogenéticas. Baseado nisso, avaliamos a influéncia
de fatores abidticos e das restricbes filogenéticas nas fenofases reprodutivas de 17
espécies coocorrentes de Piper. Conduzimos este estudo em uma floresta estacional
semidecidua no sudeste do Brasil, registrando a presenca de flores e frutos ao longo de
12 meses. Analisamos a influéncia de variaveis abioticas (temperatura, precipitacdo e
comprimento do dia) e da filogenia nas respostas fenoldgicas. Além disso, testamos se a
presenca de botdes florais latentes influenciou a floracdo e a frutificacdo. Ambas as
fenofases foram classificadas como continuas, com pico de atividade na estacdo
chuvosa ou inicio da estacdo seca. A antese floral ocorreu mais cedo em espécies com
botbes florais latentes do que em espécies sem essas estruturas, 0 que pode ser uma
estratégia de escape ao estresse hidrico. Apenas a floracdo apresentou sinal filogenético
e foi estacional. A frutificacdo foi influenciada por fatores abidticos, enquanto a
floracdo teve uma influéncia compartilhada de fatores abidticos e das restricdes
filogenéticas. Assim, nossos resultados indicam que mesmo em ambientes estacionais,

pode haver influéncia da filogenia nos eventos reprodutivos.

* Manuscrito submetido para a revista “The Science of Nature”.



Introducéo

Em florestas tropicais sazonais, as fenofases reprodutivas das plantas sdo moduladas pelas
variagOes da precipitagdo e da temperatura (Stevenson et al. 2008; Rubim et al. 2010). Nesse
bioma na América Central e do Sul, os picos de floracdo geralmente ocorrem no final da
estacdo seca ou no inicio da estacdo chuvosa, enquanto que os picos de frutificacdo ocorrem
na estacdo seca (Daubenmire 1972; Morellato 2010). A estacionalidade das fenofases é uma
caracteristica marcante dessas florestas (Daubenmire 1972; Morellato et al. 1989; Stranghetti
e Ranga 1997). De fato, a variacdo estacional de fatores abioticos, especialmente a
disponibilidade de agua (van Schaik et al. 1993), pode ser responsavel pela modulacdo da
atividade fenoldgica das plantas (Rathcke e Lacey 1985; Fenner 1998).

Além de fatores abioticos, que podem atuar sobre a comunidade como um todo,
espeécies relacionadas compartilham restri¢cGes filogenéticas semelhantes, o que pode limitar
suas respostas aos fatores abidticos. Como consequéncia, essas espécies tendem a ter padrdes
fenoldgicos semelhantes (Fenner 1998; Pau et al. 2011). A existéncia de sinal filogenético em
caracteres fenoldgicos tem sido demonstrada por varios métodos e em diferentes escalas,
como floras regionais (Boulter et al. 2006; Davies et al. 2013; Du et al. 2015), floras locais
(Wright e Calderon 1995; Bawa et al. 2003; Stevenson et al. 2008) ou taxons especificos
(Debussche et al. 2004; Staggemeier et al. 2010).

Florag&o e frutificacdo anuais foram os padrdes mais comuns observados em espécies
de Piper ocorrendo em distintas formacg6es (Valentin-Silva e Vieira 2015 e referéncias nele
contidas). No entanto, as respostas fenoldgicas podem diferir entre espécies que ocupam
diferentes habitats, tais como clareiras, bordas da floresta e sub-bosques (Fleming 1985;
Figueiredo e Sazima 2004; Thies e Kalko 2004). Além disso, alguns desses estudos avaliaram
a influéncia de fatores bioticos, como polinizadores e dispersores de sementes (Fleming 1985;
Thies e Kalko 2004) e fatores abi6ticos, como o clima (Valentin-Silva e Vieira 2015), sobre
as respostas fenoldgicas de espécies coocorrentes. No entanto, para nosso conhecimento, a
influéncia de fatores filogenéticos sobre as respostas fenologicas de espécies coocorrentes de
Piper ainda néo foi investigada.

Além disso, alguns estudos mostraram que espécies de Piper podem ter
inflorescéncias latentes por até 12 meses (Marquis 1988; Valentin-Silva e Vieira 2015): as
inflorescéncias sdo produzidas ao longo do ano, mas a antese das flores é restrita a
determinado periodo. Essa resposta fenoldgica pode ser uma estratégia de escape ao estresse
hidrico (Martins e Batalha 2011) e pode influenciar a ocorréncia das fenofases subsequentes,

ou seja, flores em antese e a producéo de frutos.



Objetivamos determinar se as variaveis abidticas e o parentesco filogenético estavam
associados as respostas fenologicas de espécies coocorrentes de Piper. Adicionalmente,
testamos se a presenca de botdes florais latentes estava associada aos periodos de floragéo e
de frutificacdo. Primeiramente, esperamos que os picos das fenofases reprodutivas fossem
associados as varidveis abidticas, ocorrendo em periodos com valores mais altos de
temperatura, precipitacdo e comprimento do dia. Em segundo lugar, esperamos encontrar
sinal filogenético nas fenofases reprodutivas devido a inércia evolutiva (Burt 2001).
Finalmente, esperamos que a floracdo ou a frutificacdo em espécies com botbes florais

latentes ocorra mais cedo do que nas espécies sem essas estruturas.

Material e métodos

Area de estudo e espécies estudadas

Realizamos o estudo de abril de 2014 até marco de 2015 na °‘Estagdo de Pesquisa,
Treinamento ¢ Educacdo Ambiental Mata do Paraiso’ (daqui em diante, ‘Mata do Paraiso’),
reserva florestal localizada em Vigosa (20°47'-48'S, 42°50'-52'W), Minas Gerais, com 194 ha
de area e altitudes variando de 690 m a 870 m acima do nivel do mar. Sua vegetacdo é
classificada como floresta estacional semidecidua montana (Veloso et al. 1991). O clima é do
tipo Cwa (mesotérmico com verdes quentes e chuvosos e invernos frios e secos), de acordo
com a classificacdo de Képpen (Alvares et al. 2013). A precipitacdo anual média € 1.221 mm
e a temperatura anual média é 19,3°C (média dos dados meteorol6gicos dos anos de 1961-
1990; DNMET 1992). A estacdo seca € concentrada entre abril e setembro, quando a
precipitacdo mensal € inferior a 60 mm e as temperaturas médias variam de 10°C a 27°C. A
estacdo chuvosa vai de outubro a marco, quando a precipitacdo mensal € maior do que 100
mm e as temperaturas médias variam de 16°C a 30°C. Houve estacionalidade de precipitacdo
e temperatura durante o periodo de estudo.

Registramos 17 espécies de Piper na area de estudo (Tabela 1), que sdo perenes.
Depositamos material testemunho no herbario BOTU, Departamento de Botanica,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu (nimeros 32.172 a 32.201). Nossa amostragem
incluiu apenas individuos que atingiram a fase reprodutiva, utilizando como critério de
selecdo a presenca de estruturas reprodutivas (inflorescéncias com botGes florais, flores ou
frutos) ou a presenca de cicatrizes de inflorescéncias de episodios reprodutivos anteriores
(Valentin-Silva e Vieira 2015). Para as espécies com 15 ou menos individuos, amostramos

todos eles; para as espécies com mais de 15 individuos, sorteamos 15 dentre todas as plantas
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marcadas para avaliar sua fenologia (Tabela 1), quantidade sugerida como suficiente para
estudos fenoldgicos (Fournier e Charpantier 1975; Morellato et al. 2010a). Amostramos 338
individuos no total, dos quais 216 foram utilizados neste estudo.

Tabela 1 Informaces sobre as espécies estudadas: habito, inflorescéncia e numero de plantas

amostradas.
Espécies Habito Inflorescéncia  Numero de plantas
Piper aduncum L. arbusto espiga 13
P. amplum Kunth arbusto espiga 11
P. anisum (Spreng.) Angely subarbusto racemo 12
P. arboreum Aubl. arvoreta espiga 10
P. caldense C. DC. arbusto espiga 15
P. cernuum Vell. arvoreta espiga 14
P. chimonanthifolium Kunth arbusto espiga 10
P. corcovadensis (Mig.) C. DC. subarbusto racemo 15
P. crassinervium Kunth arbusto espiga 11
P. gaudichaudianum Kunth arbusto espiga 12
P. hispidum Sw. arbusto espiga 15
P. lucaeanum Kunth arbusto espiga 15
P. malacophyllum (C. Presl) C. DC.  arbusto espiga 10
P. mollicomum Kunth arbusto espiga 8
P. pubisubmarginalum Yunck. arbusto espiga 15
P. umbellatum L. arbusto  umbela de espigas 15
P. vicosanum Yunck. arbusto espiga 15

Fenologia reprodutiva

Para a avaliacdo da fenologia reprodutiva, fizemos observacfes quinzenais da presenca ou
auséncia de inflorescéncias com flores em antese (daqui em diante, floracdo) e com frutos
maduros ou imaturos (daqui em diante, frutificagdo) por planta. A distin¢do de botdes florais e
flores em antese € importante para as espécies desse género devido a presenca de
inflorescéncias com botdes florais latentes, conforme observado neste e em outros estudos
(Marquis 1988; Valentin-Silva e Vieira 2015). Quando essa separagdo ndo existe, o periodo
de disponibilidade de recursos (polen) para visitantes florais pode ser superestimado.
Calculamos o indice de atividade, porcentagem de espécies e de plantas em uma dada
fenofase (Bencke e Morellato 2002). Classificamos a frequéncia das fenofases em nivel da
taxocenose (todas as espécies), de acordo com Newstrom et al. (1994), como continua,
subanual ou anual; quando uma fenofase foi anual, também a classificamos de acordo com

sua duracdo como curta (<1 més), intermediaria (1-5 meses) ou estendida (> 5 meses).



Estacionalidade e associagdo com variaveis abioticas

Avaliamos a estacionalidade das fenofases por meio de estatistica circular (Morellato et al.
2010b), utilizando o teste de Rayleigh (Zar 1999). Convertemos 0s meses em angulos e
calculamos o angulo médio, data média (para as fenofases com angulo medio significativo) e
comprimento do vetor. Consideramos o resultado como significativo quando p < 0,0l e r >
0,5 (Morellato et al. 2010b). Fizemos essa analise considerando todas as espécies. Além disso,
separamos as especies em dois grupos (espécies com botdes florais latentes e espécies sem
botBes florais latentes) com o objetivo de verificar se as respostas fenologicas diferiram entre
esses dois grupos. Realizamos essas analises utilizando o programa computacional BioEstat
(Ayres et al. 2007), considerando os valores quinzenais do nimero de espécies e de
individuos em cada fenofase.

Avaliamos se houve associacdo entre as varidveis abioticas (temperatura média,
precipitagdo e comprimento do dia) e as fenofases, por um periodo de 0 a 3 meses antes da
sua ocorréncia. Obtivemos o0s dados meteorolégicos da Estacdo Meteoroldgica da
Universidade Federal de Vigosa e calculamos as médias dos valores quinzenais da
temperatura média e do comprimento do dia e a soma dos valores quinzenis de precipitacdo.
Utilizamos modelos lineares generalizados com distribuicdo de Poisson e funcdo de ligacédo
logaritmica, selecionando o melhor modelo usando o critério de informacéo de Akaike (AIC;
Crawley 2007). Realizamos essas analises no programa computacional R (R Core Team
2016), considerando os valores quinzenais do nimero de espécies e individuos em cada
fenofase como varidveis resposta e temperatura, precipitacdo e comprimento do dia como

variaveis explanatorias.

Sinal filogenético

Para testar se as fenofases apresentam sinal filogenético, primeiramente construimos uma
arvore filogenética para as espécies estudadas com base na filogenia do género Piper proposta
por Jaramillo et al. (2008). Trés das 17 espécies (P. lucaeanum, P. malacophyllum e P,
pubisubmarginalum) ndo foram incluidas nessa filogenia, portanto sua localizagdo na arvore
foi baseada na caracterizagdo morfologica dos clados de Piper (Jaramillo et al. 2008) e
confirmada com uma taxonomista de Piperaceae. Posteriormente, posicionamos 0s nés
datados de acordo com Smith et al. (2008) e distribuimos os nds ndo datados uniformemente
entre 0s nés datados (algoritmo de ajuste de comprimento de ramo - BLADJ), usando o

programa computacional Phylocom (Webb et al. 2008). Utilizamos o pacote "ape"” (Paradis et
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al. 2004) do R para visualizar a arvore filogenética. Testamos se as fenofases apresentavam
sinal filogenético utilizando o método proposto por Du et al. (2015). Utilizamos o angulo
médio das fenofases para estimar a sua data média de ocorréncia. As analises do
conservantismo filogenético das fenofases foram realizadas por meio do valor K de Blomberg
circular utilizando o pacote "picante” (Kembel et al. 2010) do R adaptado por Du et al.
(2015).

Também testamos se a fenologia e as varidveis abidticas estavam relacionadas,
controlando ou néo o parentesco filogenético. Construimos trés matrizes de distancia entre 0s
meses: a primeira era uma matriz fenologica, com distancias euclidianas par a par entre as
espécies que estavam florescendo ou frutificando; a segunda era uma matriz climatica, com
distancias euclidianas par a par das varidveis abidticas; e a terceira era uma matriz
filogenética, com a similaridade filogenética par a par entre as espécies que estavam
florescendo ou frutificando. Para construir as duas primeiras matrizes, utilizamos a funcao
"dist" do R. No ultimo caso, utilizamos a fungdo “phylosor” do pacote "picante" (Kembel et
al. 2010) do R para calcular os indices de similaridade. Testamos se a fenologia e as variaveis
abioticas estavam relacionadas pelo teste de Mantel, usando as duas primeiras matrizes, e se a
fenologia e as variaveis abiéticas estavam relacionadas controlando o parentesco filogenético

pelo teste de Mantel parcial (Manly 2004), usando todas as trés matrizes.

Resultados

Fenologia reprodutiva

A floracdo foi continua com pico na estacdo chuvosa (Fig. 1A). A frutificacdo também foi
continua, mas a maioria das espécies e individuos expressaram essa fenofase no final da
estacdo chuvosa e inicio da estacdo seca (Fig. 1B). A fenologia de cada espécie de Piper esta

no material suplementar eletronico.

Estacionalidade e associagdo com variaveis abioticas

A floracdo foi estacional, concentrada na estacdo chuvosa, enquanto a frutificagdo nédo foi
estacional, apresentando distribuicdo uniforme ao longo do ano (Tabela 2). Quando
analisamos as espécies de acordo com a presenca ou auséncia de botdes florais latentes, houve
algumas respostas distintas. A floracdo foi estacional, mas as espécies com botdes florais

latentes floresceram no inicio da estacdo chuvosa, enquanto as espécies sem botdes florais
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Fig. 1 Porcentagem de espécies (A) e de plantas (B) com flores (A) e com frutos (e) na

taxocenose. m = estacdo seca, O = estagdo chuvosa

latentes floresceram no final da estagcdo chuvosa (Tabela 2). A frutificacdo foi estacional
apenas para especies sem botGes florais latentes (Tabela 2). As fenofases estavam associadas
por pelo menos uma das variaveis abidticas, no més de sua ocorréncia ou nos meses anteriores
(Tabela 3).

Sinal filogenético

Por um lado, a floracdo apresentou sinal filogenético (K = 0,170, p = 0,0495), indicando que
espécies aparentadas tendem a florescer em periodos semelhantes. A floragdo e as variaveis
abiodticas foram significativamente relacionadas (r = 0,494, p = 0,01), mesmo quando
controlamos o parentesco filogenético (r = 0,467, p = 0,02). Por outro lado, a frutificacdo nao
apresentou sinal filogenético (K = 0,077, p = 0,42). A frutificagdo e as variaveis abioticas ndo
foram relacionadas (r = 0,179, p = 0,07), mesmo quando controlamos 0 parentesco
filogenético (r = 0,207, p = 0,06).
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Tabela 2 Resultados dos testes de estatistica circular para a ocorréncia de estacionalidade nas

fenofases reprodutivas de espécies de Piper. NE = naimero de espécies, NI = numero de

individuos
Floracéo Frutificacdo
NE NI NE NI
Todas as espécies
Angulo médio 19,4°
Data média 20/jan
Comprimento do vetor medio (r) 0,38 0,52 0,29 0,49
Teste de Rayleigh (p) <0,01 <0,01* <0,01 <0,01
Espécies com botdes florais latentes
Angulo médio 307,5° 309,7°
Data média 8/nov 10/nov
Comprimento do vetor médio (r) 0,58 0,69 0,30 0,47
Teste de Rayleigh (p) <0,01* <0,01* <0,01 <0,01
Espécies sem botdes florais latentes
Angulo médio 38,9° 79,3°
Data média 8/fev 22/mar
Comprimento do vetor médio (r) 0,50 0,65 0,32 0.53
Teste de Rayleigh (p) <0,01 <0,01* <0,01 <0,01*

*Valores significativos: p < 0,01 e r > 0,5 (Morellato et al. 2010b)
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Tabela 3 Modelos utilizados para a avaliar a associagao entre as variaveis abidticas e as fenofases reprodutivas de espécies de Piper. NE = niumero de

espécies; NI = numero de individuos; AIC = critério de informacdo de Akaike; temp = temperatura média; precip = precipitacdo; compd =

comprimento do dia

Modelo cheio AIC  Modelo selecionado AIC
Floracdo NE flo.ne ~ tempO+templ+temp2+temp3+precipO+precipl+precip2+  108,3 flo.ne ~ compdl 91,0
precip3+compd0+compdl+compd2+compd3
NI flo.ni ~ tempO+templ+temp2+temp3+precipO+precipl+precip2+  163,2  flo.ni ~ tempO+templ+temp3+precipl  158,6
precip3+compd0+compdl+compd2+compd3 +precip3+precip2+precip3
Frutificacdo NE fru.ne ~ tempO+templ+temp2+temp3+precipO+precipl+precip2+ 123,2  fru.ne ~ temp3+compd2 104,5
precip3+compd0+compdl+compd2+compd3
NI fru.ni ~ tempO+templ+temp2+temp3+precipO+precipl+precip2+  173,5  fru.ni ~ temp3+compd0+compdl+ 162,7

precip3+compd0+compdl+compd2+compd3

compd3
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Discussao

Floracdo continua em nivel da taxocenose foi também registada em estudos realizados com
espécies de Piper em diferentes &reas (Figueiredo e Sazima 2000; Thies e Kalko 2004). O
pico de floracdo durante a estacdo chuvosa diferiu do que geralmente é registrado para
espécies arboreas em florestas tropicais estacionais (final da estacdo seca ou no inicio da
estacdo chuvosa; Daubenmire 1972; Morellato 2010). Essa diferenca entre os periodos de
pico pode estar relacionada aos fatores abidticos, considerando que essa fenofase teve
associacdo com a temperatura, a precipitacdo e o comprimento do dia. De fato, o estresse
hidrico pode atrasar os periodos de producéo de inflorescéncia em espécies de Piper (Wright
1991). Dessa forma, a antese das flores tende a ocorrer quando h& maiores valores de
precipitacdo (estacdo chuvosa), como aqui registrado.

A presenca de botdes florais latentes influenciou a floracéo, considerando gque a antese
floral ocorreu mais cedo, no inicio da estacdo chuvosa, do que nas espécies sem botdes florais
latentes. Esses resultados reforcam a ideia de que a laténcia floral pode ser uma estratégia de
escape ao estresse hidrico (Martins e Batalha 2011; Valentin-Silva e Vieira 2015). Como as
inflorescéncias dessas espécies ja estdo formadas, a antese da flor pode ocorrer assim que as
condi¢des ambientais se tornem favoraveis.

A presenca de estacionalidade e sinal filogenético na floragdo é evidéncia de que essa
fenofase foi agregada ao longo do tempo. Floracdo agregada também foi observada em
espécies de Piper na Costa Rica (Fleming 1985) e no Panama (Wright e Calderon 1995). A
agregacao dos periodos de floracdo pode ser explicada pela teoria evolutiva, que prevé que
espécies aparentadas apresentam padrGes fenolégicos semelhantes devido as restricdes
filogenéticas relacionadas a partilha de um ancestral comum (Fenner 1998; Pau et al. 2011).

Portanto, a floracdo em Piper parece ser influenciada por fatores abidticos e pelo
parentesco filogenético. A frequéncia dessa fenofase pode estar relacionada as restricdes
filogenéticas, como apontado por Bawa et al. (2003), o que pode explicar o predominio da
frequéncia anual de floracdo nas espécies de Piper aqui estudadas e também em outros
estudos (Opler et al. 1980; Fleming 1985; Figueiredo e Sazima 2004; Thies e Kalko 2004).
Por outro lado, o periodo de ocorréncia (estagdo seca ou chuvosa) e a duracdo da floragcdo
podem ser modulados por fatores abidticos, particularmente a disponibilidade de agua e luz
em florestas tropicais estacionais (van Schaik et al. 1993; Wright 1996; Zimmerman et al.
2007). Além disso, o comprimento do dia é considerado um dos gatilhos da floracdo e, por ser
um fator abidtico ndo estocastico, € o melhor preditor de fenofases entre as variaveis

ambientais (Stevenson et al. 2008; Rubim et al. 2010). Segundo esses autores, hd mais
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especies florescendo em dias longos, semelhante ao observado neste estudo, considerando que
0 pico de floragéo ocorreu no verao.

Frutificagdo continua de espécies de Piper também foi observada por Marinho Filho
(1991), Figueiredo e Sazima (2004) e Thies e Kalko (2004). O periodo de pico dessa fenofase
(fim da estacdo chuvosa e inicio da estacdo seca) foi semelhante ao registrado para as espécies
arbéreas de florestas estacionais tropicais (Daubenmire 1972; Morellato 2010). Os picos de
frutificacdo ocorrem geralmente durante periodos de baixa atividade fotossintética, como no
inicio da estacdo seca, ou ap0ds periodos de altas taxas de acumulacéo de reserva, que ocorre
no final da estacdo chuvosa (Jordano 1992).

Em geral, o periodo de frutificacdo em espécies de Piper é longo (Marinho-Filho
1991; Figueiredo e Sazima 2004; Thies e Kalko 2004). A frutificacdo continua em nivel da
taxocenose permite o fornecimento de frutos ao longo do ano (Snow 1965), 0 que ajuda a
manter as populacdes de morcegos frugivoros dispersores de sementes de Piper (Palmeirim et
al. 1989; Fleming 2004; Thies e Kalko 2004), especialmente de Carollia perspicillata
(Marinho-Filho 1991; Lima e Reis 2004), que ocorre na area de estudo (Nascimento et al.
2013).

A frutificacdo estava relacionada aos fatores abidticos, como comumente observado
em vegetacdo sob clima estacional. No entanto, a floragdo teve uma influéncia compartilhada
de fatores abioticos e parentesco filogenético, sugerindo que as espécies de Piper possuem
nichos reprodutivos filogeneticamente estruturados, isto é, espécies aparentadas florescem
guando as condicBes climaticas sdo semelhantes (veja Staggemeier et al. 2010). Em estudos
em nivel de comunidade, esse tipo de resposta pode ser mascarado considerando que existem
varias espécies ndo relacionadas com diferentes respostas fenoldgicas ocorrendo
simultaneamente (Silva et al. 2011). Apesar de nossa amostragem ser restrita a um ano,
mostramos que, mesmo em ambientes estacionais, pode haver influéncia da filogenia nos

eventos reprodutivos das plantas.
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Material suplementar eletronico

Material eletrénico 1 Classificagdo das fenofases reprodutivas de 17 espécies de Piper em
floresta estacional semidecidua, Vigosa, Minas Gerais, sudeste do Brasil. Os valores entre
parénteses referem-se a duracao das fenofases anuais (nUmero de semanas). * Espécies com

flores latentes

Espécies Floracdo” Frutificacdo

Piper aduncum subanual continua

P. amplum* anual curta (2) anual estendida (24)

P. anisum* anual curta (2) anual estendida (24)

P. arboreum anual intermediéria (8) anual intermediario (18)
P. caldense* anual intermediaria (5) anual intermediéria (14)
P. cernuum subanual continua

P. chimonanthifolium*  anual intermediaria (6) anual intermediéria (12)
P. corcovadensis* anual curta (3) anual estendida (22)

P. crassinervium subanual anual estendida (22)

P. gaudichaudianum anual intermediaria (10) anual intermediéria (16)
P. hispidum anual intermediéria (10) anual estendida (22)

P. lucaeanum*® anual intermediéria (5) anual estendida (32)

P. malacophyllum anual intermediéria (16) anual estendida (24)

P. mollicomum anual intermediaria (16) anual estendida (26)

P. pubisubmarginalum* anual intermediéria (5) anual estendida (34)

P. umbellatum anual estendida (28) anual estendida (32)

P. vicosanum* anual intermediaria (8) anual intermediaria (16)

A As inflorescéncias com botdes florais latentes permaneceram com aproximadamente 0,5 cm
de comprimento (exceto P. pubisubmarginalum gue atingiu 1,5 cm) e somente proximo ao
periodo de antese ocorreu seu alongamento

B Nessa espécie, as espigas permaneceram protegidas pelo profilo por cerca de nove meses e
sO se tornaram visiveis um més antes da antese. Profilos tendo espigas com botBes florais

latentes estavam presentes em todas as plantas analisadas ao longo do ano
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CAPITULO 2

Os polinizadores podem influenciar a diversificacéo floral em espécies generalistas?

Evidéncias a partir de espécies neotropicais de Piper

RESUMO

A maioria das angiospermas € polinizada por animais e a diversidade de suas flores é
atribuida majoritariamente as pressdes seletivas exercidas pelos polinizadores. Alguns
caracteres florais sdo considerados como inovagGes chave para 0 aumento da taxa de
diversificacdo. Por outro lado, acredita-se que os polinizadores desempenham papel pouco
importante na diversificacdo de espécies que sdo fenotipicamente generalistas. Avaliamos o
sistema de polinizacdo em 17 espécies de Piper e testamos se ha correlacao entre os caracteres
florais e os dos polinizadores. Adicionalmente, testamosse os caracteres florais possuem sinal
filogenético e se a evolugdo desses caracteres esta correlacionada. As espécies sao
entomofilas e foram visitadas por 46 espécies de abelhas, besouros, mirideos e moscas.
Portanto, sdo ecologica e funcionalmente generalistas. Ndo encontramos evidéncias para a
anemofilia, que ja foi relatada para outras espécies do género. Apenas o carater floral
‘quantidade grdos de polen por antera’ apresentou sinal filogenético. N&o houve correlacéo
entre os caracteres florais e os dos visitantes florais, 0 que sugere que caracteresos floraisndo
representam adaptacdes aos polinizadores. A diversificacdo em Piper pode estar relacionada a

ambientes-chave.

Palavras-chave: ambientes-chave, entomofilia, generalizacdo, polinizagéo.

* Manuscrito em elaboracéo.
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INTRODUCAO

As angiospermas representam o maior grupo entre as plantas terrestres e, apesar de sua
origem recente, € muito diverso morfologica e ecologicamente (Soltis e Soltis 2004). Espécies
de angiospermas possuem uma ampla diversidade nos caracteres florais e mecanismos
reprodutivos, sendo que especies aparentadas podem ter diferentes modos de reproducédo
sexuada e assexuada e sistemas de polinizagao e reprodutivos contrastantes (Barrett 2008).

Cerca de 90% das angiospermas sdo polinizadas por insetos e outros animais (Ollerton
et al. 2011) e a diversidade de suas flores geralmente € atribuida as pressbes seletivas
exercidas pelos polinizadores (Fenster et al. 2004). Mudangas de polinizador podem ser
acompanhadas pela divergéncia nos caracteres florais, sendo essa mudanga frequente e
considerada importante na diversificacdo de algumas linhagens de angiospermas (Niet e
Johnson 2012). Alguns caracteres florais sdo considerados como inovagfes-chave associadas
ao aumento da taxa de diversificacdo, como a zigomorfia (Sargent 2004) e o polinario
(Yamashiro et al.2008). Por isso, assume-se que os polinizadores desempenham papel pouco
importante na diversificacdo de espécies que sdo fenotipicamente generalistas (sensu Ollerton
et al. 2007); entretanto, essa suposi¢do permanece controversa e ainda pouco estudada (Niet e
Johnson 2012).

Piper estd entre os cinco géneros de angiospermas mais ricos em espécies (Greig
2004), com cerca de 2.000 espécies com distribuicdo pantropical (Quijano-Abril et al. 2006) e
com a maior diversidade de espécies na regido neotropical (Jaramillo e Manos 2001). Suas
flores sdo morfologicamente similares, aperiantadas e protegidas por uma bractea (Jaramillo
et al. 2008). Apesar disso, existem variagdes relacionadas tanto com a inflorescéncia (posigéo,
arranjo, apresentacdo e comprimento) quanto com a flor (presenca ou auséncia de pedicelos,
forma da bractea e nimero de estames e carpelos) (Jaramillo e Manos 2001) que podem estar
associadas com diferentes grupos funcionais de polinizadores.

Nesse género, prevalece a entomofilia, tendo sido registrados insetos de diferentes
ordens atuando como polinizadores, com predominio de abelhas e moscas (Martin e Gregory
1962, Semple 1974, Fleming 1985, Thomazini e Thomazini 2002, Figueiredo e Sazima 2004,
Kikuchi et al. 2007). Como ha variagdo nos grupos funcionais que polinizam essas espécies,
esperamos que os caracteres dos polinizadores estejam correlacionados com 0s caracteres
florais, com base na teoria da diversificagdo floral mediada por polinizadores (Niet e Johnson
2012). Alem da entomofilia, também ha relato de anemofilia e ambofilia, polinizacdo por

vento e insetos (Figueiredo e Sazima 2000). Assim, caso haja espécies ambofilas, esperamos
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auséncia de correlacdo entre os caracteres florais dessas espécies e os dos polinizadores
bidticos.

Objetivamos avaliar o sistema de polinizacdo em especies de Piper, analisando se ha
dependéncia de vetores de polen bidticos ou abidticos para que ocorra a reproducao sexuada.
Também verificamos se ha correlacdo entre os caracteres florais e os dos polinizadores, o que
indicaria a existéncia de acoplamento morfoldgico e a possivel atuacdo desses vetores bidticos
de pdlen na diversificacdo floral (Gomez e Zamora 2006). Adicionalmente, testamos se 0s
caracteres florais possuem sinal filogenético e se a evolucdo desses caracteres estd
correlacionada entre si. Dessa forma, poderemos avaliar se esses caracteres florais sé@o

susceptiveis a pressdo seletiva (Blomberg et al. 2003), por exemplo, dos polinizadores.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e espécies estudadas

Realizamos o estudo de abril de 2014 a outubro de 2016 na ‘Estagdo de Pesquisa,
Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do Paraiso’ (daqui em diante, Mata do Paraiso),
situada em Vigosa (20°47'-48'S, 42°50'-52'W), estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil. Esse
local possui 194 ha de &rea e altitudes variando entre 690 e 870 m. Sua vegetacdo €
classificada como floresta estacional semidecidua montana (Veloso et al. 1991).

NOs registramos 17 espécies de Piper, que pertencem a diferentes clados do género
(Tabela 1). A maioria das espécies é arbusto, com inflorescéncia do tipo espiga (Tabela 1).
Todas as espécies apresentam flores bissexuais e algumas espécies também apresentam flores
unissexuais masculinas (capitulo 3). As flores sdo seésseis e geralmente possuem androceu
com quatro estames, gineceu tricarpelar com ovario stpero, unilocular, uniovular,com trés
estigmas (estilete geralmente ausente) (Tabela 1; Yuncker 1972, 1973). A maioria das
espécies floresce durante a estagdo chuvosa (capitulo 1). Depositamos material testemunho no
acervo do Herbario BOTU do Departamento de Botanica da Universidade Estadual Paulista
(nimeros 32.172 a 32.201).

Para amostrar as plantas, utilizamos como critério de inclusdo a presenca de estruturas
reprodutivas (inflorescéncias com botdes florais, flores ou frutos) ou de cicatrizes de
inflorescéncias de episodios reprodutivos anteriores (Valentin-Silva e Vieira 2015).
Percorremos cinco transecgdes existentes na area (cerca de 5 km de extensdo) e a vegetacdo
adjacente, marcando as plantas que encontramos. Amostramos 338 plantas (Tabela 1), dentre

as quais, posteriormente, sorteamos os individuos utilizados em cada analise.
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Tabela 1: Informacdes sobre as espécies estudadas: clado em que esté localizada na arvore filogenética, tipos de habito e de inflorescéncia, niUmero de

estames e estigmas por flor e nimero de plantas analisadas.

Espécie Clado Habito Inflorescéncia ~ Estames Estigmas NUmero de plantas
Piper aduncum L. Radula arbusto espiga 4 3 18
P. amplum Kunth Radula arbusto espiga 6 3 11
P. anisum (Spreng.) Angely Ottonia subarbusto racemo 4 4 12
P. arboreum Aubl. Macrostachys  arvoreta espiga 4 3 11
P. caldense C. DC. Peltobryon arbusto espiga 4 3 25
P. cernuum Vell. Macrostachys  arvoreta espiga 4 3 18
P. chimonanthifolium Kunth Radula arbusto espiga 4 3 18
P. corcovadensis (Mig.) C. DC. Ottonia subarbusto racemo 4 4 38
P. crassinervium Kunth Radula arbusto espiga 4 3 14
P. gaudichaudianum Kunth Radula arbusto espiga 4 3 27
P. hispidum Sw. Radula arbusto espiga 4 3 23
P. lucaeanum Kunth Schilleria arbusto espiga 3 3 25
P. malacophyllum (C. Presl) C. DC. Radula arbusto espiga 4 3 13
P. mollicomum Kunth Radula arbusto espiga 4 3 15
P. pubisubmarginalum Yunck. Schilleria arbusto espiga 3 3 18
P. umbellatum L. Pothomorphe  arbusto  espigas em umbela 2 3 20
P. vicosanum Yunck. Radula arbusto espiga 4 3 32
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Sistema de polinizagéo

Para avaliar a ocorréncia de polinizagdo bidtica, fizemos observagdo dos visitantes
florais durante cinco dias em cada espécie de Piper. Para cada dia de observacédo, sorteamos
um individuo que acompanhamos das 7 as 17 h, totalizando um esforco amostral de 850
horas. Capturamos os visitantes com camara mortifera preparada com acetato de etila e,
posteriormente, analisamos seus corpos sob estereomicroscopio para verificar a presenca de
grdos de polen, que apresentam ornamentacdo geralmente granular (Divya et al., 2015; veja

também www.paldat.org) e coloracdo esbranquicada ou creme-amarelada. Monitoramos 0

comportamento de visita em observagdes visuais diretas em campo e também com auxilio de
filmagens (85 horas de filmagem). Calculamos a porcentagem de visitas de cada ordem de
insetos para cada espécie de planta.

Também avaliamos a ocorréncia de polinizacdo abiotica mediada pelo vento (teste de
anemofilia). Para tanto, sorteamos 10 plantas/espécie (em P. arboreum e P. cernuum
utilizamos cinco plantas) e isolamos uma inflorescéncia com flores pré-antese em cada planta
com sacos de tecido que possuem trama que permite a passagem de pdlen, mas impede a
entrada de vetores de polinizacdo bidticos. Avaliamos se as flores senesceram ou se iniciaram
a frutificacdo uma semana apds o fim da antese; depois de 30 dias coletamos os frutos.

Além do teste de isolamento de inflorescéncia, realizamos experimento para testar a
capacidade do vento de retirar grdos de pdlen das anteras e transporta-los. Sorteamos trés
plantas/espécie e coletamos uma inflorescéncia/planta que apresentava anteras prestes a
liberar polen. Em laboratdrio, utilizamos ventilador (velocidade média de 3 m/s) para simular
a acdo do vento. Posicionamos pedacos de plastico adesivo com area de 20 cm X 20 cm a 30,
60 e 120 cm da inflorescéncia. Quando as anteras estavam liberando pdlen, colocamos a
inflorescéncia em posicéo similar a observada em campo e ligamos o ventilador por cerca de
um minuto préximo da inflorescéncia. Posteriormente, analisamos os pedacos de plastico
adesivo sob estereomicroscépio para verificar a presenca de polen. Em seguida, recortamos
porcles, na base, no meio e no apice, de cada pedaco de plastico adesivo com tamanho de
uma lamina (7,5 cm X 2,5 cm) e analisamos em microscépio de luz.

Como os grdos de polen em espécies de Piper geralmente formam grumos sobre a
antera apos sua liberacdo (Semple 1974, Valentin-Silva et al. 2015, capitulo 4), utilizamos
sudan IV para testar a presenca de lipideos (Pearse 1972)em polen fresco, um dos principais
constituintes do cimento polinico (“pollenkitt”; Pacini e Hesse 2005). Sorteamos trés
plantas/espécie, nas quais coletamos uma inflorescéncia que possuia flores prestes a liberar
polen. No laboratério, coletamos 0 pdlen das anteras que estavam deiscentes, colocamos sobre

uma gota de sudan IV e observamos as laminas em microscopio de luz.
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Além do teste de isolamento de inflorescéncias para verificar a ocorréncia de
anemofilia, realizamos outros trés testes para verificar a dependéncia de vetores de
polinizagdo para a reproducdo sexuada: 1) formagéo de frutos sem a interferéncia de um vetor
de pélen (FI = frutificacdo independente de vetores); 2) formacdo de frutos em flores
polinizadas manualmente (AM = autopolinizacdo manual); e 3) formacéo de frutos em flores
expostas as condi¢cdes ambientais locais, utilizado como controle (PA = polinizacdo aberta).
Utilizamos a inflorescéncia como unidade amostral, segundo métodos propostos por Sage et
al. (2005). Nas mesmas plantas sorteadas para o teste de anemofilia (n = 10 plantas/espécie),
marcamos outras trés inflorescéncias/planta, uma para cada teste. Nos testes de FI e AM nos
isolamos as inflorescéncias com flores em pré-antese com sacos de papel impermeavel para
impedir a passagem de polen, transportado por vetores de polinizagdo bidticos e abidticos;
nosndo emasculamos as flores devido ao seu tamanho reduzido. As inflorescéncias
permaneceram isoladas durante todo o periodo de antese. No caso da AM, retiramos 0S sacos
durante o periodo de liberagcdo de polen para autopolinizar as flores, utilizando uma haste
flexivel com pontas de algoddo. Apds esse procedimento, isolamos as inflorescéncias
novamente. Em algumas inflorescéncias foi necessario fazer a autopolinizacdo manual em
mais de um dia para conseguir distribuir polen em todas as flores, devido a assincronia na
deiscéncia das anteras (veja capitulo 4). No teste de PA, mantivemos as inflorescéncias
expostas a acdo dos vetores bidticos e abidticos de polinizagdo pelo mesmo periodo.

Avaliamos as inflorescéncias desses testes uma semana apds o fim da antese e
coletamos os frutos depois de 30 dias. Para calcular a porcentagem de frutificacdo, contamos
os numeros de flores (n = 10 inflorescéncias, 10 plantas) e de frutos formados em cada teste
de polinizacéo sob estereomicroscopio. Para tanto, utilizamos uma por¢do com comprimento
igual a um terco do comprimento total da inflorescéncia. Posteriormente, extrapolamos o
valor do numero de flores e de frutos encontrados nessa porcdo para 0 comprimento total da
inflorescéncia. Avaliamos os resultados dos testes de polinizacdo (incluindo o de anemofilia),
apos transformacgdo dos dados (arco-seno), por meio de andlise de variancia (ANOVA),

utilizando o programa computacional R (R Core Team 2016).

Caracteres florais e dos visitantes florais

Utilizamos caracteristicas das inflorescéncias/flores e dos polinizadores para avaliar se
existe correlacdo entre a morfologia floral e a dos visitantes florais. Os caracteres escolhidos
estdo relacionados a atratividade ou ao acoplamento entre a flor e o polinizador. Os caracteres
relacionados as inflorescéncias foram arranjo e comprimento. Os caracteres relacionados as

flores foram comprimento do pedicelo e do estilete, area estigmatica e quantidade de graos de
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polen por antera. Os caracteres avaliados nos visitantes florais foram comprimento do corpo e
das pernas (posterior, mediana e anterior), area abdominal e toréacica.

As inflorescéncias de Piper possuem dois tipos de arranjo: solitarias ou organizadas
em umbela. Para transformar esse carater em uma variavel quantitativa, atribuimos valor 1
para as espécies com inflorescéncia solitaria. Quando houve inflorescéncias em umbela,
sorteamos 10 plantas e em cada planta sorteamos uma umbela, na qual contamos o nimero de
inflorescéncias. Utilizamos a média do numero de inflorescéncias/umbela para representar o
arranjo. Para avaliar o comprimento das inflorescéncias, sorteamos 10 plantas/espécie e em
cada planta medimos o comprimento em uma inflorescéncia que tinha flores no fim da antese
com paquimetro digital ou fita métrica, para representar o comprimento maximo da
inflorescéncia.

Para medir o comprimento do pedicelo e do estilete e a area estigmatica nas flores, o
comprimento do corpo e das pernas e a area abdominal e do térax nos visitantes florais,
fizemos fotografias em estereomicroscopio com camera digital acoplada. Processamos as
imagens no programa LAS v. 3.8, no qual fizemos as medidas de comprimento e de area da
superficie das estruturas analisadas. Coletamos 10 inflorescéncias/espécie (n = 10 plantas)
para medir os caracteres florais. No caso da area estigmatica, utilizamos flores no fim da fase
pistilada (todas as espécies apresentaram protoginia incompleta; veja capitulo 4) como
padrdo. Para quantificar os caracteres dos visitantes florais, capturamos até 10 individuos de
cada espécie.

Para a quantificacdo de pdlen, utilizamos técnica adaptada de Roulston (2005).
Coletamos 10 inflorescéncias/espécie (n = 10 plantas) que tinham flores em antese. Em cada
inflorescéncia, retiramos uma antera indeiscente que maceramos em um tubo com 0,5 mL de
agua destilada. Homogeneizamos a amostra em agitador por 30 segundos e retiramos uma
aliquota de 0,01 mL e contamos o numero de grdos de pdlen com auxilio de lamina
quadriculada em microscépio de luz. Extrapolamos o valor encontrado na aliquota para a
amostra inicial.

Analisamos os caracteres por meio do teste de Mantel parcial (Manly 2004). Para
tanto, construimos trés matrizes de distancias. A primeira foi uma matriz com o0s caracteres
florais, com distancias euclidianas par a par entre as espécies. Como os caracteres ‘arranjo da
inflorescéncia’, ‘comprimento do pedicelo’ e ‘comprimento do estilete’ foram pouco
informativos por apresentarem pouca variagdo entre espécies, nos retiramos esses caracteres
da anélise. Portanto, utilizamos na analise 0s valores médios dos caracteres ‘comprimento da
inflorescéncia’, ‘area estigmdtica’ e ‘quantidade de graos de polen por antera’, que

padronizamos pela amplitude, utilizando a funcdo ‘decostand’ do pacote ‘vegan’ (Dixon
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2003) do R. A segunda foi uma matriz com os caracteres dos visitantes florais, com distancias
euclidianas par a par entre as espécies. Como todos 0s caracteres estavam altamente
correlacionados, utilizamos apenas o valor médio do ‘comprimento do corpo’ para representar
a dimensao dos polinizadores, que ponderamos pela proporcdo de visitas em cada espécie de
Piper.

A terceira matriz foi uma matriz com as distancias cofenéticas para controlar o
parentesco filogenético, pois espécies aparentadas ndo representam amostras independentes
na andlise estatistica (Felsenstein 1985). Para tanto, construimos uma arvore filogenética com
as espécies estudadas baseada na arvore filogenética proposta para o género (Jaramillo et al.
2008). Tivemos que posicionar trés especies (P. lucaeanum, P. malacophyllum e P.
pubisubmarginalum) na arvore com base na caracterizacdo morfoldgica dos clados (Jaramillo
et al. 2008), pois essas espécies ndo foram amostradas no estudo filogenético do género.
Posteriormente, posicionamos 0s nés datados de acordo com Smith et al. (2008a).
Distribuimos os n6s ndo datados uniformemente entre os nés datados utilizando o algoritmo
‘bladj’ (Branch Length Adjustment) do programa computacional Phylocom (Webb et al.
2008). Utilizamos o pacote ‘ape’ (Paradis et al. 2004) do R para visualizar a arvore
filogenética. Construimos a matriz de distancias cofenéticas entre as espécies de Piper
estudadas usando a funcdo ‘cophenetic.phylo’ do pacote ‘ape’ do R a partir da nossa arvore
filogenética.

Além disso, testamos se os caracteres florais apresentavam sinal filogenético.
Analisamos os caracteres ‘comprimento da inflorescéncia’, ‘area estigmatica’ e ‘quantidade
de grdos de podlen por antera’ por meio da fungdo ‘multiPhylosignal’ do pacote ‘picante’
(Kembel et al. 2010) do R, utilizando a arvore filogenética construida para as espécies
estudadas. Se ndo ha sinal filogenético, o valor de K é proximo de 1; se K > 1, os caracteres
sdo conservados; se K < 1, os caracteres sdo convergentes (Ackerly 2009). Também testamos
se as evolucdes de pares decaracteres florais estavam correlacionadas, ou seja, se a mudanga
de valor de um carater implica em uma mudanga no valor do outro ou se as evolugdes estdo
desacopladas. Para tanto, estimamos o estado de carater ancestral usando a funcdo ‘ace’ do
pacote ‘ape’ do R. Posteriormente, construimos matrizes de distdncias par a par com o0s
valores dos caracteres florais e verificamos se houve correlacdo por meio do teste de Mantel
(Manly 2004).
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RESULTADOS

Sistema de polinizagéo

As especies foram visitadas por insetos das ordens Coleoptera (besouros, oito
especies), Diptera (moscas, 13 espécies), Hemiptera (mirideo, uma espécie) e Hymenoptera
(abelhas, 24 espécies) (Tabela 2, material suplementar 1). Esses insetos buscavam polen nas
flores, Unico recurso disponivel registrado durante as observacg@es. Registramos visitas desde
as 7h até as 17h, mas a maioria das visitas ocorreu no fim da manh& ou inicio da tarde. As
flores das espécies mais visitadas geralmente apresentavam apenas polen residual nas anteras
ou até mesmo as tecas vazias no fim do periodo de observacdo. Por outro lado, foi comum
observar a permanéncia de grumos de pélen sobre as anteras de um dia para o outro nas flores
das espécies menos visitadas. As abelhas foram os visitantes mais abundantes e frequentes
(Tabela 2, material suplementar 2).

Todos os grupos de visitantes florais apresentaram comportamento similar: os insetos
pousavam nas inflorescéncias, percorrendo parte ou toda sua extensdo, e geralmente visitavam
mais de uma inflorescéncia por planta. As abelhas do género Melipona, observadas visitando
as inflorescéncias de P. caldense e P. chimonanthifolium, realizavam vibracGes enquanto
percorriam as espigas. Das 46 espécies de insetos, 28 (61%, sendo 10,7% de Coleoptera,
17,9% de Diptera, 3,6% de Hemiptera e 67,8% de Hymenoptera) visitaram mais de uma
espécie de Piper (material suplementar 1) e o comportamento de visita foi similar nas flores
de todas as espécies visitadas.Por outro lado, o tempo de visitacdo variou entre os grupos de
insetos. As abelhas e as moscas realizaram visitas rapidas, geralmente de até 30 segundos, e
0s besouros e 0s mirideos realizaram visitas mais lentas (algumas visitas duravam mais de
uma hora) com pouca movimentacdo ao longo da inflorescéncia. Também houve variacdo no
tempo de visitacdo ao longo do dia. As abelhas e moscas permaneciam mais tempo nas
inflorescéncias no periodo da manhd; no periodo da tarde as visitas duravam poucos segundos
e esses insetos visitavam mais inflorescéncias na mesma planta.

Observamos a presenca de polen nas pernas e na parte ventral do térax e do abdémen
em quase todas as espécies de insetos coletados, excetonas moscas observadas visitando as
espigas de P. umbellatum e nos mirideos.Observamos pélen aderido em pelo menos uma
dessas partes do corpo dos polinizadores e, visualmente, as abelhas apresentaram maior
guantidade de p6len aderido ao corpo do que as moscas € 0s besouros.

Em relacdo a polinizacdo abiotica, a anemofilia ndo foi corroborada na maioria das
especies, considerando que ndo houve diferenca estatistica entre esse teste e os de

independéncia de vetores e autopolinizacdo manual (Tabela 3). Apenas em P. cernuum
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Tabela 2: Numeros de espécies e de visitas dos visitantes florais, agrupados por ordem,

observados em 17 espécies de Piper em floresta estacional semidecidua, Vigosa, Brasil.

Espécie Visitantes NUmero de  Ndmero total de
especies visitas (%)
Piper aduncum Diptera 2 13 (1,3)
Hymenoptera 8 959 (98,7)
P. amplum Coleoptera 2 22 (4,5)
Hemiptera 1 11 (2,3)
Hymenoptera 8 454 (93,2)
P. anisum Coleoptera 1 22 (12,4)
Diptera 2 2(1,1)
Hemiptera 1 5(2,8)
Hymenoptera 7 148 (83,6)
P. arboreum Coleoptera 3 15 (65,2)
Diptera 1 2(8,7)
Hymenoptera 3 6 (26,1)
P. caldense Diptera 3 69 (19,0)
Hymenoptera 7 294 (81,0)
P. cernuum Coleoptera 1 20 (100,0)
P. chimonanthifoilum Diptera 2 19 (1,4)
Hymenoptera 9 1.301 (98,6)
P. corcovadensis Coleoptera 1 37 (11,4)
Hymenoptera 6 287 (88,6)
P. crassinervium Coleoptera 1 6 (1,7)
Diptera 2 4(1,1)
Hymenoptera 5 353 (97,2)
P. gaudichaudianum  Coleoptera 2 12 (0,9)
Diptera 4 37 (2,9)
Hymenoptera 10 1.234 (96,2)
P. hispidum Coleoptera 3 22 (2,0)
Diptera 5 69 (6,3)
Hemiptera 1 3(0,3)
Hymenoptera 8 1.000 (91,4)
P. lucaeanum Coleoptera 2 21 (8,2)
Diptera 2 42 (16,4)
Hemiptera 1 2 (0,8)
Hymenoptera 5 191 (74,6)
P. malacophyllum Diptera 2 3(0,6)
Hymenoptera 5 464 (99,4)
P. mollicomum Diptera 3 23 (4,2)
Hemiptera 1 4(0,7)
Hymenoptera 6 525 (95,1)
P. pubisubmarginalum Diptera 3 23 (8,0)
Hemiptera 1 1(0,3)
Hymenoptera 9 263 (91,6)
P. umbellatum Diptera 2 5 (100,0)
P. vicosanum Coleoptera 2 12 (4,0)
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Diptera 3 16 (5,4)
Hemiptera 1 13 (4,4)
Hymenoptera 7 256 (86,2)

observamos uma tendéncia no aumento de frutos formados no teste de anemofilia, embora as
diferencas ndo tenham sido estatisticamente significativas (Tabela 3). No experimento de
circulacdo de ar forgada, observamos grumos de polen aderidos & lamina apenas em duas
especies (P. caldense e P. chimonanthifolium) e somente a 30 cm das inflorescéncias.

No teste com sudan IV, o contorno dos grdos de pdlen apresentou coloragédo
avermelhada enquanto que o interior, coloragcdo amarelada. Também observamos a formacéo
de goticulas na superficie do pdlen, que foram mais evidentes nas espécies P. aduncum, P.
arboreum, P. malacophyllum e P. mollicomum,que apresentaram polen de cor creme a
amarelada, do que nas demais espécies, que apresentaram pélen de cor esbranquicada.

Registramos nove espécies que foram independentes de vetores para a reproducao
sexuada e oito que foram dependentes de vetores (Tabela 3). Das espécies dependentes de
vetores, P. corcovadensis e P. lucaeanum apresentaram baixa frutificacdo nos testes de Fl e
AM (Tabela 3). Piper amplum, P. cernuum e P. crassinervium, apesar de ndo dependerem de
vetores para se reproduzir, apresentaram maior frutificacdo no teste de polinizacdo aberta do
que no de isolamento das inflorescéncias dos vetores de pélen (Tabela 3). Nas demais
espécies ndo houve diferenca estatistica entre nenhum dos tratamentos (Tabela 3).

Caracteres florais e dos visitantes florais

N&o houve correlacdo entre os caracteres florais e os caracteres dos visitantes florais (r
= -0,0024, p = 0,392). O carater floral ‘quantidade de graos de pdlen por antera’ apresentou
sinal filogenético (K = 0,483, p = 0,007), indicando que espécies pouco aparentadas sdo
similares fenotipicamente; por outro lado, os caracteres ‘comprimento da inflorescéncia’ (K =
0,068, p = 0,564) ¢ ‘area estigmatica’ (K = 0,0110, p = 0,342) ndo apresentaram sinal
filogenético. Também ndo houve correlacdo entre as evolugdes dos caracteres florais
analisados (p > 0,6).0s dados dos caracteres florais e dos visitantes florais estdo,

respectivamente, nos materiais suplementares 3 e 4.

DISCUSSAO

As espécies estudadas sdo entomofilas, sistema de polinizagdo mais comum em
espécies neotropicais de Piper (Semple 1974, Fleming 1985, Figueiredo e Sazima 2000,

Thomazini e Thomazini 2002, Figueiredo e Sazima 2004, Kikuchi et al. 2007), incluindo a
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Tabela 3: Numero de flores por inflorescéncia e porcentagem de frutificacdo dos testes de polinizacdo (média £ desvio padrdo) em 17 espécies de

Piper em floresta estacional semidecidua, Vicosa, Brasil. FI = frutificacdo independente de vetores, AM = autopolinizacdo manual, AN = anemofilia,

PA = polinizacéo aberta.

Espécie Flores Tratamentos*
Fl AM AN PA

Piper aduncum 1.734,8 + 234,3 65,5+ 9,8a 60,0 £ 10,8a 59,7 £ 6,8a 57,8 £ 8,8a
P. amplum 437,6 £ 27,8 50,7 + 27,5a 65,2 + 24,9a 58,3 + 21,2a 85,3+ 13,1b
P. anisum 238,5+ 39,3 0,0 0,0 0,0 47,4 +19,2
P. arboreum 729,0 £114,5 50,1 + 22,6a 63,5+ 12,6a 53,5+ 18,2a 70,0 +£8,7a
P. caldense 252,8 + 27,2 0,0 0,0 0,0 72,2+29,6
P. cernuum 3.488,0 + 376,7 43,2 +5,1a 53,6 + 3,0ab 63,4 + 6,9bc 73,0+ 5,1c
P. chimonanthifolium 1.027,6 + 164,4 0,0 0,0 0,0 48,7 £ 22,0
P. corcovadensis 221,8 + 36,9 0,0 0,1+0,3 06+1,7 48,5+29,9
P. crassinervium 471,3+449 13,1+ 12,1a 28,8 + 22,7ab 12,9+ 12,3a 33,7 £8,6b
P. gaudichaudianum 2.046,9 + 250,5 0,0 0,0 0,0 74,0+ 17,6
P. hispidum 1.955,5 + 394,2 0,0 0,0 0,0 68,5+12,4
P. lucaeanum 1.071,3 £ 115,6 1,8+5,7 0,0 0,0 851+215
P. malacophyllum 1.634,4 +179,3 70,6 + 14,7a 64,2 + 30,5a 71,5+ 27,3a 88,6 + 9,6a
P. mollicomum 1.565,5 + 343,9 41,7 £ 22,3a 52,9 + 34,4a 41,2 + 25,4a 69,9 + 14,8a
P. pubisubmarginalum 1.100,8 £ 162,4 0,0 0,0 0,0 8543
P. umbellatum 2.279,4 + 233,3 76,7 + 22 ,6a 80,3 + 16,6a 72,2 +19,5a 85,7+ 11,8a
P. vicosanum 463,7+71,3 88,9 + 16,4a 90,8 + 12,0a 93,4+7,7a 85,9 + 13,2a

*Médias seguidas por mesma letra em cada linha ndo diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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especie paleotropical P. nigrum L. (Martin e Gregory 1962). Segundo esses autores, as
abelhas e as moscas sdo 0s polinizadores mais comuns, entretanto também ha relatos de
besouros (Semple 1974, Figueiredo e Sazima 2004), como aqui registrado; entretanto, 0s
besouros apresentaram mais espécies e realizaram mais visitas do que nos estudos citados
anteriormente. Portanto, as espécies de Piper sdo ecologica e funcionalmente generalistas
(sensu Ollerton et al. 2007).

Dentre os polinizadores, as abelhas apresentaram o maior numero de espécies e de
visitas. A maioria das especies é de abelhas sociais e poliléticas e, por isso, exploram recursos
florais de diversas espécies vegetais (Minussi e Alves-Santos 2007, Nogueira e Augusto
2007). As moscas e 0s besouros realizaram menos visitas nas espécies de Piper do que as
abelhas.

As espécies dependentes de vetores de polen podem ser consideradas como
exclusivamente entomofilas devido a auséncia de frutificagdo sem um vetor bidtico de
transferéncia de polen, semelhante ao observado por Figueiredo e Sazima (2000) em trés
espécies de Piper. Por outro lado, devido ao comportamento de visitagdo, a transferéncia de
polen entre flores da mesma planta pode levar a oclusdo estigmatica, reduzindo o sucesso
reprodutivo ao interferir na fertilizacdo potencial, decorrente da poliniza¢do cruzada (Jong e
Klinkhamer 1994), o que pode explicar a baixa frutificagdo em P. pubisubmarginalum.

A auséncia de diferenga entre os testes de frutificacdo independente de vetores
eautopolinizacdo manual indicou que essas espéecies independem de vetores para que ocorra a
autopolinizacdo em suas flores, podendo haver autopolinizacdo autdbnoma sensu Lloyd e
Schoen (1992) ou apomixia (Whitton et al. 2008, Horandl e Hojsgaard 2012). Este
mecanismo reprodutivo foi observado apenas na espécie paleotropical P. nigrum (Gentry
1955, Sasikumar et al. 1992). Estudos com marcadores moleculares serdo realizados para
verificar se esse mecanismo ocorre em espécies neotropicais de Piper. Além disso, como
essas espécies sao visitadas por diferentes insetos que visitam mais de uma inflorescéncia por
planta, é provavel que ocorra geitonogamia (Lloyd e Schoen 1992). Por isso, 0 componente
feminino do sucesso reprodutivo pode ser negativamente afetado (depressdo endogamica;
Jong e Klinkhamer 1994, Barrett e Harder 1996).

As especies independentes de vetores de polen que apresentaram maior frutificacdo no
teste de polinizagdo aberta do que no teste de frutificagdo independente de vetores possuem
sistema reprodutivo misto, pois, além da autogamia (ou apomixia), também sdo polinizadas
por insetos. Esse tipo de sistema reprodutivo pode tersido selecionado em espécies zodfilas
em momentos em que vetores bidticos de pdlen estiveram escassos ou eram imprevisiveis

(Barrett 2002). Esse tipo de mudanca, da alogamia para sistema reprodutivo misto, ocorre
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mais frequentemente em espécies com polinizacdo bidtica do que abidtica (Goodwillie et al.
2005).

Além de insetos, também ha relatos do vento como vetor de p6len em espécies de
Piper (Martin e Gregory 1962, Figueiredo e Sazima 2000). Entretanto, esse tipo de
polinizacdo nao foi verificado nas espécies do presente estudo, tanto no teste com
inflorescéncias ensacadas quanto no experimento de circulagdo de ar forcada. Outras
caracteristicas observadas evidenciam maior adequacdo a entomofilia em espécies de Piper:
1) visitacdo abundante de insetos na maioria das espécies (Thomazini e Thomazini 2002,
Figueiredo e Sazima 2004); 2) posicdo dos verticilos reprodutivos (estigmas proximamente
circundados pelos estames) (Valentin-Silva et al. 2015), o que evidencia que essas estruturas
ndo sdo tdo expostas como em espécies anemofilas; além da 3) presenca de grumos de polen
sobre as anteras de um dia para o outro (Semple 1974, Valentin-Silva et al. 2015, capitulo 4),
evidenciando a presenca de alguma substancia aglutinante, o que pode diminuir a capacidade
de transporte pelo vento.

A presenca de cimento polinico, indicada pelo teste com sudan 1V, ndo havia sido
descrita para espécies de Piper. Outras caracteristicas como a formacdo de grumos de polen
sobre as anteras ap0s sua liberacdo e a possibilidade de permanéncia desses grumos de um dia
para o outro (Semple 1974, Valentin-Silva et al. 2015, capitulo 4) reforcaram a ideia de que
existe alguma substéncia aglutinante dos grdos de poélen. A variacdo na cor do pdlen, de
esbranquicada a creme-amarelada, também foi observada por Figueiredo e Sazima (2000).
Essa diferenca de cor pode estar relacionada com a quantidade e composicdo do cimento
polinico (Dobson 1989). Espécies com sistemas de polinizagdo distintos diferem quanto as
caracteristicas do polen, incluindo a presenca, localizacdo e quantidade de cimento polinico
(Pacini e Hesse 2005).

As flores das espécies de Piper podem se enquadrar na classificacdo de
espéciesfenotipicamente generalistas (sensu Ollerton et al. 2007), pois ndo apresentaram
nenhuma adaptacao relacionada a algum grupo funcional de polinizadores. Jaramillo e Manos
(2001) sugeriram que a estrutura da inflorescéncia deve influenciar mais a polinizacdo em
espécies de Piper do que a estrutura da flor. Entretanto, ndo observamos correlacdo dos
caracteres dos insetos nemcom caracteres da inflorescéncia nemcom os da flor. Além disso, as
especies de Piper também sdo ecoldgica e funcionalmente generalistas (sensu Ollerton et al.
2007), ou seja, sdo polinizadas por insetos de diferentes espécies, géneros, bem comode
diferentes ordens. Jaramillo e Manos (2001) propuseram que espécies com inflorescéncias
congestas (clados Macrostachys, Pothomorphe e Radula; Jaramillo et al. 2008) poderiam ter

uma guilda de polinizadores mais especializada do que espécies com inflorescéncias laxas
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(clados Enckea, Ottonia, Peltobryon e Schilleria; Jaramillo et al. 2008), o que néo foi
evidenciado pelos nossos dados.

Como as flores de Piper sdo visitadas por insetos de diferentes grupos funcionais, 0s
polinizadores poderiam exercer pressdes seletivas em varias direcdes, influenciando a
evolucdo dos caracteres florais (Fenster et al 2004, Ollerton et al. 2009). Por outro lado, a
auséncia de correlagcdo entre os caracteres florais e 0s dos insetos sugere que 0s caracteres
florais analisados podem ser convergentes na arvore filogenética. Esse padrdo foi observado
apenas para o carater floral ‘quantidade de grdos de polen por antera’. A auséncia de sinal
filogenético nos outros caracteres florais, ‘comprimento da inflorescéncia’ e ‘area
estigmatica’, sugere que esses caracteres ndo representam adaptacdes aos polinizadores.
Resultado semelhante foi observado em espécies de lochroma (Solanaceae) para os caracteres
florais ‘comprimento da corola’ e ‘cor da flor’ (Smith et al. 2008b). Dessa forma, as
diferencas morfologicas observadas nas inflorescéncias e flores de Piper parecem ndo ser
suficientes para que ocorra a formacdo de guildas de polinizacdo entre as espécies desse
género. Piper teve origem no Cretaceo, mas sua diversificacdo em nivel de espécie ocorreu
mais tarde, durante o Terciario (Smith et al. 2008a). Portanto, esse tempo evolutivo pode ter
sido insuficiente para o aumento da diversificacdo morfologica (Gentry 1989).

As evidéncias descritas anteriormente mostram que os polinizadores exerceram pouca
influéncia na diversificacdo de Piper, representando um sistema de generalizacdo néo
adaptativa (sensu Gomez e Zamora 2006). Outros fatores também podem estar relacionados
com a diversificacdo floral, como a pressdo seletiva de agentes bidticos ndo polinizadores e
agentes abidticos (Strauss e Whittall 2006). A diversificacdo em Piper pode ter sido dirigida
pela adaptacdo a habitats Unicos e pela evolucdo do habito ndo arbustivo (Marquis 2004). De
fato, a distribuicdo da maioria das espécies de Piper é limitada a pequenas areas ou a poucos
locais, com poucas espécies de distribuicdo ampla (Marquis 2004, Quijano-Abril et al. 2006).
Nesse caso, a diversificacdo do géneropode estar relacionada a ambientes-chave (Johnson
2006). Por exemplo, espécies de Trianaeopiper(género polifilético, cujas espécies estdo
atualmente circunscritas em Piper)sdo pequenos arbustos que possuem inflorescéncias
axilares, caracteristica rara em Piperaceae, e sdo endémicas da regido de Choc6 no noroeste
da America do Sul (Jaramillo e Manos 2001, Jaramillo e Callejas 2004). Essa estrutura das
inflorescéncias é resultado da reducdo dosramos que produz a aparéncia and, caracteristica
correlacionada com ambientes sombreados, como o sub-bosque de florestas tropicais Umidas
(Jaramillo e Callejas 2004).

As espécies de Piperapresentaram sistema de polinizacdo generalista (ecologica e

funcionalmente) e sdo entomdfilas. A diversificacdo do género parece que foi recente e ndo
37



houve correlacdo entre os caracteres florais e 0s dos polinizadores. Esses resultados ampliam
0 conjunto de informagdes sobre diversificagdo mediada por polinizadores e corroboram a
ideia de que a diversificacdo de espécies fenotipicamente generalistas é pouco influenciada

pelas pressdes seletivas exercidas pelos polinizadores.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Material suplementar 1: Visitantes florais observados em 17 espécies de Piper em floresta estacional semidecidua, Vigosa, Brasil.

Ordem Familia Subfamilia  Tribo Espécie Espécie de Piper*
Coleoptera  Chrysomelidae Bruchinae Morfoespeécie 1 cer, his, luc
Morfoespécie 2 amp, arb, gau, his, vic
Morfoespeécie 3 cor
Morfoespécie 4 arb, cra, gau, his
Morfoespécie 5 amp
Morfoespécie 6 luc
Morfoespécie 7 vic
Curculionidae Morfoespécie 1 arb
Diptera Stratiomyidae Morfoespécie 1 gau
Syrphidae Morfoespécie 1 arb, luc, pub, vic
Morfoespécie 2 his
Morfoespécie 3 his
Morfoespécie 4 adu, cra, gau, his, mal, mol, umb, vic
Morfoespécie 5 pub
Syrphinae Bacchini Baccha sp. chi
Syrphini Ocyptamus sp. 1 ani, cal, chi, cra, his, luc, pub, vic
Ocyptamus sp. 2 cal, mol, umb
Ocyptamus sp. 3 cal
Ocyptamus sp. 4 adu, ani, gau, his, mol, pub
Ocyptamus sp. 5 gau
Ocyptamus sp. 6 mal
Hemiptera Miridae Morfoespecie 1 amp, ani, his, luc, mol, pub, vic
Hymenoptera Apidae Morfoespécie 1 his, luc, mal, mol, pub, vic
Morfoespécie 2 cor, pub, vic
Apinae Apini Apis mellifera Linnaeus, 1758 adu, amp, ani, cal, chi, cra, gau, mal, vic

Exomalopsini  Exomalopsis sp. adu



Meliponini Melipona (Eomelipona) bicolor
bicolor Lepeletier, 1836
Melipona (Melipona) quadrifasciata
quadrifasciata Lepeletier, 1836
Melipona (Michmelia) mondury
Smith,1863
Paratrigona sp.
Plebeia droryana (Friese, 1900)
Plebeia phrynostoma Moure, 2004
Plebeia sp.
Schwarziana quadripunctata
(Lepeletier, 1836)
Tetragona sp.
Tetragonisca angustula (Latreille,
1811)
Trigona spinipes (Fabricius, 1793)
Tapinotaspidini Paratetrapedia sp.
Colletinae Colletini Colletes sp.
Halictinae Augochlorini  Augochlora sp. 1
Augochlora sp. 2
Augochlora sp. 3
Augochlorella sp.
Augochloropsis sp.
Halictini Dialictus sp.
Megachilinae Megachilini Megachile sp.

cal, chi
cal, chi
cal, chi

adu, amp, ani, vic

cra, gau, his, luc

amp, ani, cor, mol, pub, vic
amp, cor, cra, pub

amp, ani, cal, chi, cor, cra, vic

adu, amp, ani, chi, gau, his, mal, mol, pub
adu, amp, ani, cal, chi, cor, gau, his, luc,
mal, mol, pub, vic

cal, chi

gau

adu, arb, cor, pub

luc

adu, gau, his

arb

his

amp, ani, arb, mol, pub

adu, mal

chi, cra, gau, his, luc, mol, pub

*adu = Piper aduncum, amp = P. amplum, ani = P. anisum, arb = P. arboreum, cal = P. caldense, cer = P. cernuum, chi = P. chimonanthifolium, cor =

P. corcovadensis,cra = P. crassinervium, gau = P. gaudichaudianum, his = P. hispidum, luc = P. lucaeanum, mal = P. malacophyllum, mol = P.

mollicomum, pub = P. pubisubmarginalum, umb = P. umbellatum, vic = P. vicosanum.
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Material suplementar 2: Propor¢do de visita dos visitantes florais observados em 17 espécies de Piper em floresta estacional semidecidua, Vicosa,

Brasil. adu = Piper aduncum, amp = P. amplum, ani = P. anisum, arb = P. arboreum, cal = P. caldense, cer = P. cernuum, chi = P. chimonanthifolium,

cor = P. corcovadensis,cra = P. crassinervium, gau = P. gaudichaudianum, his = P. hispidum, luc = P. lucaeanum, mal = P. malacophyllum, mol = P.

mollicomum, pub = P. pubisubmarginalum, umb = P. umbellatum, vic = P. vicosanum.

Visitantes florais adu amp ani arb cal cer chi cor cra gau his luc mal mol pub umb vic
COLEOPTERA

Chrysomelidae 1 0 0 0124 0 0 1,000 O 0 0 0 0,001 0063 0 0 0 0 0
Chrysomelidae 2 0 0021 o0 0087 O 0 0 0 0 0,009 0010 O 0 0 0 0 0,007
Chrysomelidae 3 0 0 0 0 0 0 0 0114 0O 0 0 0 0 0 0 0 0
Chrysomelidae 4 0 0 0O 0087 0 0 0 0 0,017 0,001 0,009 O 0 0 0 0 0
Chrysomelidae 5 0 0025 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Chrysomelidae 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0020 o0 0 0 0 0
Chrysomelidae 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,034
Curculionidae 1 0 0 0 0478 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DIPTERA

Stratiomyidae 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0005 O 0 0 0 0 0
Syrphidae 1 0 0 0 0087 0 0 0 0 0 0 0 015 O 0 0007 0 0,010
Syrphidae 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0012 o0 0 0 0 0 0
Syrphidae 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0005 O 0 0 0 0 0
Syrphidae 4 0,00 0 0 0 0 0 0 0 0,008 0016 0042 0 0,004 0029 0 0,400 0,037
Syrphidae 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0010 O 0
Baccha sp. 0 0 0 0 0 0 0001 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ocyptamus sp. 1 0 0 0,00 0O 0140 0 0014 0 0003 0 0,001 0008 O 0 0003 0 0,007
Ocyptamus sp. 2 0 0 0 0 0036 0 0 0 0 0 0 0 0 0002 0 060 0
Ocuptamus sp. 3 0 0 0 0 0014 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ocyptamus sp. 4 0,00 0 0,00 0 0 0 0 0 0 0,006 0,003 O 0 0,011 005 O 0
Ocyptamus sp. 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0001 O 0 0 0 0 0 0
Ocyptamus sp. 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0002 o0 0 0 0
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HEMIPTERA
Miridae 1
HYMENOPTERA
Apidae 1

Apidae 2

Apis mellifera
Exomalopsis sp.
Melipona bicolor
Melipona quadrifasciata
Melipona mondury
Paratrigona sp.
Plebeia droryana
Plebeia phrynostoma
Plebeia sp.

Schwarziana
guadripunctata
Tetragona sp.

Tetragonisca angustula
Trigona spinipes
Paratetrapedia sp.
Colletes sp.
Augochlora sp. 1
Augochlora sp. 2
Augochlora sp. 3
Augochlorella sp.
Augochloropsis sp.
Dialictus sp.
Megachile sp.

0,337
0,006

0,034

o
oogooooo

0,028 0
0 0
0 0

0119 0
0 0
0 0
0 0
0 0

0062 O
0 0

0220 O
0 0

0062 O

0,023 0

0345 O
0 0
0 0
0 0,087
0 0
0 0
0 0,043
0 0

0,006 0,130
0 0
0 0

O OO OO o o o

O OO OO OO oO oo o o

O OO OO OO oo o o

w
o
H

O O O O o o o

o
Q o
©

O O O O o o

o

0,506
0,167
0,157

o
o
OO
©

o
@

ooooooo%oo

0 0
0 0,002
0 0
0,725 0,029
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0,050 0,008
0 0
0011 O
0,176 O
0 0694
0 0,220
0 0
0 0,009
0 0
0 0
0 0,001
0 0
0 0
0 0
0 0
0,011 0,001

0,008

0,109

o
OOOgOOOOOOO

o
B o

09

o

OOOOOBOOO
ol

o
w
(o)}
\l

0 0,007
0,002 0,018
0 0

0,034 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0,011
0 0
0 0

0,647 0,353

0,304 0,524
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0038

0,00 0
0 0,007

O OO OO O OO oo o o

O OO OO O OO oo o o

OOOOOOOOOOR"’O
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Material suplementar 3: Caracteres analisados nas inflorescéncias e nas flores (média + desvio padrdo) de 17 espécies de Piper em floresta estacional

semidecidua, Vigosa, Brasil.

Espécies Arranjo Comprimento da inflorescéncia  Pedicelo Estilete Area estigmatica  Quantidade de polen/antera
(mm) (mm) (mm) (mm?)

Piper aduncum 1 100,5+9,1 0 0 0,035 + 0,070 2.135 + 320,6
P. amplum 1 64,0+5,1 0 0 0,032 £ 0,013 4.405 + 1.508,6
P. anisum 1 81,1+145 0,877 +£0,21 0 0,017 £ 0,008 19.845 £ 5.703,2
P. arboreum 1 76,7+10,4 0 0 0,062 £ 0,015 5.590 £ 2.625,1
P. caldense 1 37,8+6,2 0 0,246 £+ 0,06 0,085+ 0,021 12.395 +4.181,7
P. cernuum 1 539,7 £ 86,8 0 0 0,201 £ 0,084 6.555 + 1.816,0
P. chimonanthifolium 1 752+11,0 0 0 0,038 £ 0,011 6.005 + 1.438,1
P. corcovadensis 1 74,2+10,4 0,959 + 0,43 0 0,036 £ 0,016 16.995 £ 6.289,3
P. crassinervium 1 795+6,2 0 0,319 + 0,07 0,046 + 0,013 3.665 + 1.428,9
P. gaudichaudianum 1 92,4+120 0 0 0,014 £ 0,005 10.015 £ 4.056,1
P. hispidum 1 84,4184 0 0 0,025 £ 0,015 5.735+2.160,9
P. lucaeanum 1 738+9,1 0 0 0,012 £ 0,002 6.955 + 482,2
P. malacophyllum 1 111,2+121 0 0 0,023 £ 0,012 5.880 + 1.228,6
P. mollicomum 1 88,8+ 16,5 0 0 0,027 £+ 0,009 5.490 £ 1.663,8
P. pubisubmarginalum 1 60,0+ 7,7 0 0 0,026 + 0,012 4.285 + 2.635,9
P. umbellatum 4+12 76,8 £5,7 0 0 0,015 £ 0,007 1.605 + 598,4
P. vicosanum 1 31,4+3,4 0 0 0,028 + 0,012 2.100 +£707,5
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Material suplementar 4: Caracteres morfoldgicos analisados nos visitantes florais (média + desvio padrdo) observados em 17 espécies de Piper em

floresta estacional semidecidua, Vigosa, Brasil.

Espécies N Comprimento do corpo  Area do abdémen Area do trax Comprimento das pernas (mm)

(mm) (mm?) (mm?) posterior mediana anterior
COLEOPTERA
Chrysomelidae 1 7 3,151 £ 0,27 0,763 £ 0,16 1,091+0,16 2,740+0,39 2,141+0,25 1,618+0,48
Chrysomelidae 2 3 2,824 + 0,15 0,616 + 0,007 0,743+0,18 2,448+0,22 1,934%0,25 1,650+ 0,23
Chrysomelidae 3 1 2,577 0,849 0,919 2,349 1,523 1,267
Chrysomelidae 4 3 3,259 £ 0,27 0,446 £ 0,24 0,784+0,08 2,630+0,21 2,152+0,35 1,781+0,13
Chrysomelidae 5 1 3,168 0,256 0,878 2,384 2,294 1,744
Chrysomelidae 6 1 2,968 0,633 0,774 2,668 1,955 1,906
Chrysomelidae 7 1 2,840 0,672 0,908 2,449 2,169 1,569
Curculionidae 1 2 2,838 + 0,26 2,415+ 0,22 0,497 +0,11 2,051+0,11 1,910+0,001 1,796 +0,02
DIPTERA
Stratiomyidae 1 1 5,609 3,307 1,909 4,29 2,963 2,652
Syrphidae 1 1 5,643 1,917 0,952 3,493 2,048 1,969
Syrphidae 2 1 14,359 15,347 11,217 10,872 7,522 4,889
Syrphidae 3 1 12,92 8,652 4,288 8,607 5,976 4,249
Syrphidae 4 2 14,085 + 0,16 9,096 +1,18 5671+0,07 8,377+084 6,650+0,48 4,991+0,35
Syrphidae 5 1 10,866 12,851 7,275 6,869 5,381 4,236
Baccha sp. 2 8,951+ 0,94 1,836 £ 0,54 1,764 +0,14 4,399+0,63 3,781+043 3,371+0,34
Ocyptamus sp. 1 3 5,763 £ 0,45 2,755 +1,13 1,304 +0,32 3,404+0,40 2,797+0,38 1,997 +0,30
Ocyptamus sp. 2 1 9,826 2,805 1,918 4,702 3,155 2,583
Ocuptamus sp. 3 1 4,811 0,968 0,786 3,457 2,560 1,605
Ocyptamus sp. 4 6 8,048 + 0,53 4915+1,.21 2,373+0,81 5,613++0,72 3,977+0,50 3,131+0,40
Ocyptamus sp. 5 1 5,39 1,484 0,939 3,292 2,602 2,23
Ocyptamus sp. 6 1 4,712 0,869 0,687 3,358 2,461 1,504

HEMIPTERA
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Miridae 1
HYMENOPTERA
Apidae 1

Apidae 2

Apis mellifera
Exomalopsis sp
Melipona bicolor
Melipona quadrifasciata
Melipona mondury
Paratrigona sp.
Plebeia droryana
Plebeia phrynostoma
Plebeia sp.
Schwarziana quadripunctata
Tetragona sp.
Tetragonisca angustula
Trigona spinipes
Paratetrapedia sp.
Colletes sp.
Augochlora sp. 1
Augochlora sp. 2
Augochlora sp. 3
Augochlorella sp.
Augochloropsis sp.
Dialictus sp.

Megachile sp.

ol

O OO W NOOOOEFL EFELP NN

ol
o o

OPNNEFPEFEPDNNDPREP PR

3,428 +0,43

7,830+ 0,28
6,019+1,14
11,445 + 0,30
7,047
9,064
10,385 + 0,56
9,623 + 0,30
4,372 +£0,26
3,904 + 0,17
3,708 + 0,30
4,610 + 0,07
7,210+ 0,35
6,798 + 0,40
4,358 + 0,27
6,110
10,443
8,996 + 0,14
8,077 + 0,31
8,230 £ 0,53
6,552
6,665
7,796 £ 0,37
3,968 + 0,03
8,246 + 0,42

1,748 +£ 0,97

5,646 + 0,20
4,927 +2,84
18,675+ 2,29
8,466
7,941
15,172 + 1,48
12,872 + 1,36
2,103 +0,11
1,891 + 0,23
1,447 +0,18
2,518 + 0,45
5,918 + 0,89
4,255+ 0,72
1,491 +0,16
3,510
11,412
8,933 + 0,80
5,838 + 0,05
5,718 £ 0,02
4,176
3,967
6,726 + 0,80
2,273 +0,70
8,655 + 0,47

0,930 £ 0,24

3,461+ 0,33
2,559 + 1,04
9,583 + 1,04
4,969
9,723
11,180 + 1,63
9,892 +1,29
2,124 + 0,63
1,696 + 0,04
1,462 + 0,14
2,386 + 0,22
4,285+ 0,34
3,329 + 0,26
1,440 + 0,10
3,754
8,194
5,197 + 0,33
3,358 + 0,007
4,056 + 0,32
2,546
2,962
3,994 + 0,30
1,046 £ 0,12
5,807 + 0,63

3,125+ 0,30

4,861 + 0,30
4,202 + 0,07
8,377 0,61
5,964
8,413
8,191 + 0,95
8,838 + 0,89
4,230+ 0,30
3,293 £ 0,30
3,198 + 0,24
4,765+ 0,43
6,494 + 0,57
6,268 + 0,63
3,837+ 0,33
5,460
8,06
5,160 = 0,75
4,877 +0,49
5,625+ 0,03
3,965
4,137
5,509 + 0,69
3,087 = 0,56
6,143+ 0,43

2,598 £ 0,41

3,648 +0,16
3,328+ 0,14
6,365 + 0,51
5,324
6,982
7,357 + 0,64
7,625+ 1,40
3,951+ 0,42
2,603 + 0,20
2,523 +0,19
3,6712+0,47
5,001 + 0,49
4,927 +0,23
2,877 +0,27
4,555
5,417
4,193 + 0,28
3,948 + 0,76
3,737 +0,28
2,858
3,113
3,716 + 0,25
2,185+ 0,30
4,928 +£0,71

2,241 +0,33

3,089 +0,27
2,829 + 0,52
4,893 + 0,51
4,064
4,29
5,551+ 0,43
5,225 + 0,62
2,769 + 0,80
2,039+ 0,22
1,985 + 0,37
2,767 0,24
3,824 + 0,33
3,669 + 0,36
2,292+ 0,18
3,731
4,27
3,874 +0,19
3,290 + 0,09
3,113+0,21
2,500
2,864
2,560 + 0,69
1,927 £ 0,22
4,577 £ 0,39
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CAPITULO 3

Espécies neotropicais de Piper: sdo todas hermafroditas?

RESUMO

A expressdo sexual tem sido usada como carater distintivo entre os clados do género Piper.
Flores unissexuais sdo descritas para as espécies paleotropicais, que geralmente sdo dioicas,
enquanto flores bissexuais sdo associadas as espécies neotropicais, consideradas
hermafroditas. Entretanto, o registro de uma espécie andromonoica no Neotropico, associado
a similaridade morfologica das flores de Piper, sugere que a presenca de flores
funcionalmente unissexuais pode ser mais comum do que o registrado até o momento. Para
investigar essa possibilidade, determinamos a expressao sexual de 17 espécies neotropicais de
Piper, enfocando a funcionalidade das flores ao longo da antese em individuos de uma
floresta estacional semidecidua. Encontramos 13 espécies hermafroditas, uma andromonoica e
trés com combinacGes varidveis de individuos hermafroditas, andromonoicos e masculinos.
As flores estaminadas apresentaram unissexualidade criptica. As espécies com mais de um
tipo floral apresentaram dimorfismo sexual quanto ao comprimento de suas inflorescéncias e
dos pistilos das flores. Apesar de o hermafroditismo ser a expressdo sexual predominante
entre as espécies neotropicais de Piper, observamos variacdes dessa expressao em quase 25%
das espécies aqui estudadas, o que indica que as flores unissexuais podem ter surgido de

forma independente em diferentes clados das espécies neotropicais e paleotropicais.

PALAVRAS-CHAVE ADICIONAIS: andromonoicia — dimorfismo sexual — funcionalidade

floral — unissexualidade criptica.

* Manuscrito submetido para a revista “Botanical Journal of the Linnean Society”.

50



INTRODUCAO

A maioria das espécies de angiospermas é hermafrodita (Yampolsky & Yampolsky, 1922;
Barrett & Hough, 2013), mas existem outros tipos de expressdes sexuais devido a presenca de
diferentes tipos florais em um ou mais individuos de uma espécie (Sakai & Weller, 1999). A
morfologia floral auxilia na determinacdo da expressdo sexual, entretanto também é
necessario analisar a funcionalidade das flores pois flores morfologicamente hermafroditas
podem apresentar androceu ou gineceu ndo funcionais (Mayer & Charlesworth, 1991). Dessa
forma, expressdes sexuais pouco comuns podem ser detectadas como a diocia criptica (Mayer
& Charlesworth, 1991) e a androdioicia funcional (p. ex., Liston, Rieseberg & Elias, 1990;
Zhou, Ma & Liu, 2016).

Piper L. possui cerca de 2.000 espécies com distribuicdo pantropical (Quijano-Abril,
Callejas-Posada & Miranda-Esquivel, 2006) e se originou no Neotrdpico (Smith et al., 2008),
regido onde ocorre a maior diversidade de espécies (Jaramillo & Manos, 2001). No Brasil,
esta representado por 290 espécies (Guimardes et al., 2015) e a Floresta Tropical Atlantica é
um dos centros de diversificacdo e de endemismos do género, com cerca de 150 espécies
(Jaramillo & Manos, 2001; Quijano-Abril et al., 2006).

As diminutas flores das espécies de Piper sdo morfologicamente similares:
aperiantadas, protegidas por uma bractea, com 1-10 estames e 3-4 carpelos (Yuncker, 1972;
1973; Jaramillo & Manos, 2001). Estudos filogenéticos mostraram que 0 género é composto
por trés clados que diferem quanto a distribuicdo geogréafica e a expressao sexual das espécies
(Jaramillo & Manos, 2001; Jaramillo et al., 2008). Flores bissexuais e, portanto, espécies
hermafroditas tém sido descritas para o Neotropico, enquanto no Paleotropico (Asia e
Pacifico Sul) predominam flores unissexuais e espécies dioicas (Wanke et al., 2007; Jaramillo
et al., 2008). Apesar dessa diferenca, ndo € claro se a expressao sexual € uma sinapomorfia
desses clados (Jaramillo & Manos, 2001).

Apesar de o hermafroditismo ser considerado a Unica expressdo sexual das espécies
neotropicais, Figueiredo & Sazima (2000) mostraram que pode existir variagdo, como a
andromonoicia observada em Piper arboreum Aubl. Essa espécie apresentou flores bissexuais
e flores funcionalmente estaminadas na mesma planta, entretanto a ocorréncia de dimorfismo
sexual, caracteristica comum em espécies com mais de um tipo floral (Eckhart, 1999), néo foi
descrita para essa espeécie.

A avaliacdo de caracteres florais em espécimes de Piper em herbario é dificil
(Jaramillo & Manos, 2001), pois pode mascarar pequenas variagdes morfoldgicas nas flores e
apresenta limitacbes em relacdo a sequéncia temporal de eventos da antese.

Consequentemente, a presenca de flores funcionalmente unissexuais pode ser mais comum do
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que o registrado até o momento. Dessa forma, objetivamos analisar a expressdo sexual em
espécies neotropicais de Piper, enfocando a sexualidade das flores e das plantas, para
verificar a ocorréncia de expressdes sexuais distintas do hermafroditismo. Além disso,
verificamos se ha dimorfismo sexual entre inflorescéncias compostas por tipos florais

diferentes.

MATERIAL E METODOS
AREA DE ESTUDO E ESPECIES ESTUDADAS
Realizamos o estudo de abril de 2014 a marco de 2016 na ‘Estacdo de Pesquisa, Treinamento
e Educacdo Ambiental Mata do Paraiso’ (daqui em diante, Mata do Paraiso), situada em
Vigosa (20°47'-48'S, 42°50'-52'W), estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil. Esse local
possui 194 ha de floresta estacional semidecidua montana (Veloso, Rangel Filho & Lima,
1991) e altitudes variando entre 690 e 870 m.

No local de estudo, registramos 17 espécies de Piper, que pertencem a diferentes
clados do género (Tabela 1). Para amostrar as plantas, percorremos cinco transeccfes ja
existentes na area (cerca de 5 km de extensdo) e a vegetacdo adjacente, marcando todas as
plantas de Piper em estadio reprodutivo. Utilizamos como critério de inclusdo a presenca de
estruturas reprodutivas (inflorescéncias com bot6es florais, flores ou frutos) ou de cicatrizes
de episodios reprodutivos anteriores (Valentin-Silva & Vieira, 2015). Depositamos material
testemunho no acervo do Herbario BOTU do Departamento de Botanica da Universidade

Estadual Paulista, campus de Botucatu (Tabela 1).

EXPRESSAO SEXUAL

Avaliamos a morfologia floral de todas as espécies, para verificar a existéncia de variacdes no
androceu e no gineceu que indicassem a presenca de flores funcionalmente unissexuais. Para
tanto, coletamos inflorescéncias, que analisamos frescas ou fixadas (estocadas em etanol
70%) com auxilio de lupa de médo (aumento de 60X) ou sob estereomicroscdpio, em
individuos de todas as espécies (Tabela 1). Adicionalmente, verificamos a funcionalidade das
flores ao longo da antese. Sorteamos trés plantas/espécie dentre as inicialmente marcadas e
acompanhamos, em todas as inflorescéncias, os eventos ocorridos durante a antese das flores
até sua senescéncia para definir o sexo das flores. Em seguida, avaliamos a distribuicdo dos
tipos florais observados nos individuos de cada espécie para definir o sexo das plantas.

Nas espécies em que identificamos em campo a presenga de mais de um tipo floral,
analisamos exsicatas para verificar a presenca desses tipos florais em outras populaces.

Dessa forma, poderemos avaliar se a presenca de mais de um tipo floral é caracteristica
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Tabela 1. Numero de individuos de Piper analisados, tipo de inflorescéncia, nimero de estames e estigmas por tipo floral e nUmero do material

testemunho coletado em floresta estacional semidecidua, Vigosa, sudeste do Brasil.

Espécie Clado Individuos  Inflorescéncia Flores bissexuais Flores unissexuais  N° voucher
Estames Estigmas Estames (BOTU)

Piper aduncum L. Radula 13 espiga 4 3 32.180, 32.198

P. amplum Kunth Radula 11 espiga 6 3 32.187, 32.194

P. anisum (Spreng.) Angely Ottonia 12 racemo 4 4 32.188

P. arboreum Aubl. Macrostachys 10 espiga 4 3-4 4 32.181

P. caldense C. DC. Peltobryon 15 espiga 4 3 4 32.195, 32.201

P. cernuum Vell. Macrostachys 14 espiga 4 3-4 4 32.172, 32.200

P. chimonanthifolium Kunth Radula 15 espiga 4 3 4 32.196, 32.199

P. corcovadensis (Mig.) C. DC. Ottonia 15 racemo 4 4 32.191

P. crassinervium Kunth Radula 11 espiga 4 3 32.175, 32.177

P. gaudichaudianum Kunth Radula 12 espiga 4 3 32.173, 32.183

P. hispidum Sw. Radula 15 espiga 4 3 32.174, 32.184

P. lucaeanum Kunth Schilleria 15 espiga 3 3 32.182, 32.193

P. malacophyllum (C. Presl) C. DC. Radula 10 espiga 4 3 32.178, 32.185

P. mollicomum Kunth Radula 10 espiga 4 3 32.179, 32.190

P. pubisubmarginalum Yunck. Schilleria 15 espiga 3 3 32.192

P. umbellatum L. Pothomorphe 15 espigas em umbela 2 3 32.176

P. vicosanum Yunck. Radula 15 espiga 4 3 32.189, 32.197
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apenas da populacédo estudada em Vigosa ou se € uma caracteristica da espécie. A presenca de
flores estaminadas nas exsicatas foi confirmada quando observamos inflorescéncias com
flores em antese, que estavam liberando pdlen, mas cujo gineceu apresentava-se atrofiado,
com os estigmas abaixo das anteras (todas as flores bissexuais das espécies estudadas
apresentaram protoginia incompleta; veja capitulo 4).

Nas espécies com mais de um tipo floral, analisamos o comprimento das
inflorescéncias compostas por cada um dos tipos florais, 0 comprimento do pistilo, 0 nimero
de grdos de polen produzido por antera e a viabilidade polinica em cada tipo floral para
verificar se existia dimorfismo sexual. Medimos o comprimento das inflorescéncias com
paquimetro digital ou fita métrica em 10 inflorescéncias (n = 10 plantas/tipo floral/espécie).
Para medir o comprimento do pistilo, fizemos fotografias em estereomicroscopio com camera
digital acoplada. Processamos as imagens no programa LAS v. 3.8, no qual fizemos as
medidas em 10 flores (n = 10 plantas/tipo floral/espécie).

Contamos o numero de grdos de pdlen por antera, por meio de técnica adaptada de
Roulston (2005). Em um tubo, colocamos uma antera indeiscente, maceramos em 0,5 mL de
agua destilada e homogeneizamos a amostra em agitador por 30 segundos. Retiramos uma
aliquota de 0,01 mL e realizamos a contagem do nimero de grdos de pélen em lamina
quadriculada, ao microscopio de luz. Extrapolamos o valor encontrado na aliquota para a
amostra inicial. Contamos o nimero de grdos de p6len em 10 anteras (n = 10 plantas/tipo
floral/espécie).

Testamos a viabilidade polinica com carmim acético (Radford et al., 1974), em 10
inflorescéncias (n = 10 plantas/tipo floral/espécie). Para tanto, maceramos cinco anteras de
diferentes flores de uma mesma inflorescéncia sob uma gota de carmim acético. Em cada
lamina, contamos 200 grdos de polen em microscépio de luz, separando-0s em viaveis e ndo
viaveis com base na coloracdo, formato e tamanho dos mesmos (Kearns & Inouye, 1993).

Comparamos o comprimento das inflorescéncias, o comprimento do pistilo, 0 nimero
de grdos de polen por antera e a viabilidade polinica nas espécies com mais de um tipo floral
por meio de teste de comparacdo de médias (ANOVA para comprimento das inflorescéncias
em P. chimonanthifolium e teste t para as demais espécies e variaveis), utilizando o programa
computacional R (R Core Team, 2016). Os dados de viabilidade polinica foram transformados
(arco-seno) para atender ao requisito de normalidade.

RESULTADOS
Das 17 espécies estudadas, 13 possuiam apenas flores bissexuais (Tabela 1, Fig. 1A),

caracterizando a expressao sexual dessas espécies como hermafrodita. As outras quatro
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especies apresentaram dois tipos florais, flores bissexuais e funcionalmente unissexuais
masculinas (daqui em diante, estaminadas) (Tabela 1). As flores estaminadas apresentaram
gineceu composto por um pistilo reduzido e ndo funcional (pistilodio; Fig. 1B) e senesceram
apos a liberacdo de polen. Confirmamos a presenca de flores estaminadas em P. arboreum, P.
caldense, P. cernuum e P. chimonathifolium em exsicatas de espécimes coletados em
diferentes regides do Brasil (Tabela 2, Informac&o suporte).

Piper cernuum apresentou dois tipos florais (Tabela 1) que ocorreram em um mesmo
individuo. Cada inflorescéncia apresentou apenas um tipo floral, ou seja, havia espigas com
flores bissexuais e espigas com flores estaminadas (cinco plantas analisadas), caracterizando

sua expressao sexual como andromonoica.

Figura 1. Tipos florais observados em espécies de Piper em floresta estacional semidecidua,
em Vicosa, sudeste do Brasil. A, flor bissexual (observe os estigmas entre as anteras, seta). B,
flor funcionalmente masculina (observe o0s estigmas atrofiados, seta) em P.

chimonanthifolium. ov = ovério, pi = pistilodio, st = estame. Barras: 200 um.

Tabela 2. Nimero de exsicatas de espécies de Piper analisadas para verificar a presenca de
flores estaminadas.

Espécie Exsicatas
Total Com flores bissexuais Com flores estaminadas
Piper arboreum 871 186 58
P. caldense 274 87 23
P. cernumm 257 25 6
P. chimonanthifolium 79 25 7

Piper arboreum e P. caldense também apresentaram esses dois tipos florais (Tabela
1), entretanto a distribuicdo variou nos individuos. Em P. arboreum, observamos dois

individuos apenas com espigas com flores bissexuais e trés individuos com os dois tipos
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florais (espigas com flores bissexuais e espigas com flores estaminadas). Logo, houve
individuos hermafroditas e individuos andromonoicos. Piper caldense também apresentou
dois tipos de individuos: 13 com espigas com flores bissexuais e espigas com flores
estaminadas e dois apenas com espigas com flores estaminadas. Portanto, houve individuos
andromonoicos e individuos masculinos na populacao analisada.

Piper chimonanthifolium, além de ter os dois tipos florais (Tabela 1), apresentou
variacdo na distribuicdo desses tipos nas inflorescéncias e nas plantas. Observamos trés tipos
de inflorescéncias: espigas com flores bissexuais, espigas com flores estaminadas e espigas
com os dois tipos florais (espigas mistas). As espigas mistas apresentaram flores bissexuais na
porcdo basal e flores estaminadas na porcéo apical; a propor¢édo dos tipos florais variou entre
inflorescéncias, mas geralmente predominou flores bissexuais. As flores bissexuais das
espigas mistas frutificaram, enquanto as flores estaminadas senesceram apos a liberacdo de
polen e a porcdo da espiga com essas flores normalmente era eliminada. Dos 15 individuos
analisados, cinco apresentaram apenas espigas com flores bissexuais, dois tinham espigas
com flores bissexuais e espigas com flores estaminadas, dois tinham espigas com flores
bissexuais e espigas mistas e seis tinham os trés tipos de espigas. Portanto, houve individuos
hermafroditas e individuos andromonoicos.

Essas espécies apresentaram diferenca entre os tipos florais apenas no comprimento
das inflorescéncias e do pistilo (Tabela 3). Nas quatro espécies, as espigas com flores
bissexuais foram mais longas do que as espigas com flores estaminadas. No caso de Piper
chimonanthifolium, as espigas mistas apresentaram comprimento intermediario entre as
espigas com flores bissexuais e as com flores estaminadas (Tabela 3). O pistilo das flores
bissexuais foi mais comprido do que nas flores estaminadas nas quatro espécies (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas analisadas nas espécies de Piper que apresentaram mais de um tipo floral (média + desvio padrdo) em floresta estacional

semidecidua, Vigosa, sudeste do Brasil. H = inflorescéncia com flores bissexuais, Ma = inflorescéncia com flores estaminadas, Mi = inflorescéncia

mista (com flores bissexuais e estaminadas), B = flor bissexual, E = flor estaminada.

Espécie Comprimento da inflorescéncia Comprimento Quantidade Viabilidade polinica
(cm) do pistilo (mm) de pdlen/antera (%)
H Ma Mi B E B E B E

Piper arboreum 76,7+10,9a 50,6 +5,5b - 0,64+0,09a 0,46 +0,07b 5.590 £ 6.350+ 78,2+13,6a 70,3 +16,5a
2.625,1a  2.9874a

P. caldense 37,8+65a 27,8%4,6b - 1,17+0,13a 0,43 +0,09b 12395+ 12675+ 972+13a 97,3%+19a
4.181,7a  2.185,3a

P. cernuum 640,0 £ 84,6a 390,0 £ 52,4b - 148+0,12a 0,79 +£0,16b 6.555 6.980+ 829+10,8a 79/4%5]1a
1.816,0a  2.085,0a

P. chimonanthifoilum 752+ 116a 42,7+53b 599+53c 0,84+0,08a 0,540,090 6.005 = 7240+ 915+52a 92,6+6,3a
1.438,1a 1.184,1a

*Médias seguidas por mesma letra em cada linha ndo diferiram estatisticamente pelo teste t ou pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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DISCUSSAO

Flores bissexuais, presentes em todas as 17 espécies estudadas, sdo consideradas como carater
ancestral em Piperaceae (Tebbs, 1993). Por outro lado, as flores estaminadas observadas em
P. arboreum (Figueiredo & Sazima, 2000), P. caldense, P. cernuum e P. chimonanthifolium
sdo raras entre as especies neotropicais; espécies de Piper com flores unissexuais sdo
referidas apenas para a Asia e Pacifico Sul (Jaramillo et al., 2008). As flores estaminadas das
espécies neotropicais apresentam unissexualidade criptica sensu Mayer & Charlesworth
(1991), pois sdo morfologicamente bissexuais com fungdo unissexual, fato que deve ter
contribuido para a interpretacdo do hermafroditismo como caracteristica universal das
espécies neotropicais. As inflorescéncias da maioria das espécies sdo compostas apenas por
flores bissexuais ou estaminadas. Entretanto, Piper chimonanthifolium apresentou
composicdo distinta: além de inflorescéncias com flores bissexuais e inflorescéncias com
flores estaminadas, possui inflorescéncias mistas, com os dois tipos florais, caracteristica que
ndo havia sido descrita para as espécies neotropicais do género. Resultado semelhante foi
observado em Piper pedicellatum C. DC., espécie paleotropical e dioica, que apresentou
algumas inflorescénciass mistas compostas por flores bissexuais e flores pistiladas, além de
inflorescéncias femininas (Lei & Liang, 1998). Esses resultados reforcam a necessidade de
aliar a analise da morfologia com a da funcionalidade das flores ao longo da antese.

O hermafroditismo, expressdo sexual observada na maioria das espécies analisadas, €
considerado um dos caracteres que define o clado das espécies neotropicais de Piper
(Jaramillo et al., 2008). Também foi observada a andromonoicia em P. cernuum, outra
expressdo sexual monomdrfica, além de expressGes sexuais dimorficas nas espécies P.
arboreum, P. caldense e P. chimonanthifolium. Esses resultados diferiram do exposto por
Jaramillo & Manos (2001), que apontaram a expressao sexual como carater distintivo entre as
espécies paleotropicais (dioicas ou monoicas) e as neotropicais (hermafroditas).

A presenga de dois tipos de individuos com diferentes tipos florais (andromonoicos e
hermafroditas em P. arboreum e P. chimonanthifolium e andromonoicos e masculinos em P.
caldense) caracterizou as populagdes dessas espécies como dimorficas sensu Sakai & Weller
(1999). Piper arboreum foi classificada como andromonoica por Figueiredo & Sazima
(2000), mas a populacdo estudada por esses autores apresentou expressao sexual semelhante a
observada no presente estudo (individuos andromonoicos e hermafroditas; Figueiredo, 1997),
variando apenas a proporcdo dos tipos de individuos na populacdo. A expressdo sexual é
variavel ao longo do tempo ou espaco (Sakai & Weller, 1999), o que pode explicar as
diferencas observadas entre as populacdes dessa espécie. E possivel que as populacdes

analisadas de P. arboreum e P. chimonanthifolium estejam em transi¢cdo do hermafroditismo
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para a andromonoicia, que pode ser uma expressdo sexual estavel ou representar um passo
intermediério para a ginodioicia ou dioicia (Webb, 1999).

Piper caldense pode ser considerada como androdioica sensu Sakai & Weller (1999),
pois possui individuos com flores estaminadas e outros individuos com funcdo hermafrodita
(individuos andromonoicos, ou seja, com flores bissexuais e estaminadas na mesma planta). A
androdiocia é rara nas angiospermas (Yampolsky & Yampolsky, 1922; Pannell, 2002) e o
estudo de outras populagdes podera confirmar essa possibilidade. Apesar da androdioicia
geralmente evoluir da dioicia (Charlesworth, 1984; Pannell, 2002), também pode derivar do
hermafroditismo se a espécie for autoincompativel (Webb, 1999), como é o caso de P.
caldense (capitulo 2). Androdioicia com ancestral hermafrodita foi observada em Sagittaria
lancifolia (Alismataceae; Muenchow, 1998; Pannell, 2002).

A diferenca no comprimento do pistilo e também no tamanho das espigas com flores
bissexuais e com flores estaminadas evidenciou que essas espécies apresentam dimorfismo
sexual, respectivamente, em um carater sexual primario e secundario (Sakai & Weller, 1999).
Dessa forma, o comprimento das inflorescéncias pode ser um carater diagndstico para separar
os tipos de individuos dentro de uma espécie. Diferencas entre tipos florais quanto ao
tamanho de pecas florais, numero de flores na inflorescéncia e producdo de recurso floral
(néctar) ja& foram registradas em diferentes espécies de angiospermas (veja Eckhart, 1999;
Barrett & Hough, 2013). Entretanto, ndo observamos diferenca quanto a quantidade e
viabilidade dos grdos de polen, Unico recurso floral disponivel aos polinizadores de Piper
(Figueiredo & Sazima, 2000; capitulo 2). Por outro lado, a presenca de p6len viavel nas flores
estaminadas e em quantidade semelhante a das flores bissexuais confirmam a sua funcédo
masculina.

Apesar de o hermafroditismo ser a expressdo sexual predominante entre as espécies
neotropicais de Piper, variacdes dessa expressao podem ser mais comuns do que se acreditava
inicialmente, considerando que as observamos em quase 25% das espécies aqui estudadas. A
presenca de flores estaminadas amplia a exportacdo de pdlen nessas plantas e pode estar
relacionada com a atracdo de polinizadores (Primack & Lloyd, 1980; O'Brien, 1994), o que
sugere uma possivel vantagem na reproducdo sexual dessas espécies. Além disso, as outras
expressdes sexuais encontradas devem ser carater derivado, ja que o género Piper se originou
no Neotropico (Smith et al., 2008) e a maioria das espécies dessa regido € hermafrodita
(Jaramillo & Manos, 2001; Jaramillo et al., 2008). Essas varia¢des indicam que a sexualidade
das flores deve ser um carater homoplastico e as flores unissexuais podem ter surgido de

forma independente em diferentes clados das espécies neotropicais e paleotropicais.
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INFORMACAO SUPORTE
Lista de material examinado nos herbarios BOTU, RB, UB e VIC em que observamos a

presenca de flores estaminadas.

Piper arboreum Aubl.

BRASIL. BAHIA: Itaberaba, ARIE Serra de Orobd, serra da Gameleira, 21/1X/2005, D.
Cardoso 793 (RB). ESPIRITO SANTO: Alegre, propriedade do senhor Adalto, estrada
sentido “ponte do baiano”, 29/X1/2010, V.C. Manhaes & D.R. Couto 253 (RB); Ibitirama,
propriedade particular (Alcindo Luis Mota Filho) a 5 Km da entrada de Ibitirama, 28/X/2012,
T.B. Flores & O.R. Campos 1649 (RB); Linhares, Reserva Natural Vale, estrada Roxinho,
proximo ao aceiro Cateld, 08/1\VV/2006, M.A. Pinho-Ferreira, L. Lorenzo, C.D.N. Rodrigues,
R.A.G. Viani, V.C. Souza & V.R. Scalon M625 (RB); idem, rio Bananal, mata ciliar,
25/V/2012, D.A. Folli 6863 (RB); Santa Leopoldina, 17/1/2008, L.A. Pereira, E.F. Guimaréaes,
V.F. Mansano, F.L.R. Filardi & G. Heiden 1553 (RB); Santa Teresa, estrada para Santa
Leopoldina, em frente a plantacdo de eucalipto, 13/1X/2006, R. Marquete, N. Marquete, M.C.
Valente & J.C. Silva 3900 (RB). GOIAS: Caldas Novas, corrego Balsamo, 27/V11/1993, H.
Santos, C. Soares, S. Cordovil, T.A.B. Dias, D.A. Neto, J.A. Silva & V.S. Silva 161 (RB);
Colinas do Sul, APA Pouso Alegre, estrada apds Agropecuaria Sarkis, entrada a 4,5 Km apds
a ponte da divisa Minagu/Colinas do Sul, 02/1X/2005, M.L. Fonseca, R.C. Mendonga, F.C.A.
Oliveira, S.A. Pequeno & G.P. Aradjo 5928 (RB); Mossamedes, riacho na base da serra
Dourada, 20/XI11/2007, R.C. Forzza, R.F. Monteiro, M.M. Saavedra, R. Moura & M.G.
Avelar 4566 (RB); Niquelandia, fazenda Engenho, ca. 11 Km de Niqueléndia/Dois Irmaos,
27/\V1/1997, F.C.A. Oliveira, T.S. Filgueiras, M.L. Fonseca e A.J.V. Santos 774 (RB);
Pirendpolis, beira de estrada ligando Pirendpolis a Cacalzinho, 25/V11/1992, A.F. Carvalho 66
(VIC). MINAS GERAIS: Governador Valadares, em praia de areia ha margem do rio Doce,
23/X1/1941, M. Magalhdes 784 (RB); Juiz de Fora, Reserva Bioldgica Po¢co das Antas,
05/1/1989, O. Moreira & S. Borges 23422 (RB); Ouro Preto, Parque Estadual do Itacolomi,
mata do Cibrdo, 13/111/2007, R.S. Aradjo & T.S. Coser s/n (VIC); Raul Soares, sitio cérrego
de Uba, 03/VII1/1992, A.F. Carvalho 36 (RB); idem, 03/VI11/1992, A.F. Carvalho 37 (RB,
VIC); Uberlandia, Estacdo Ecoldgica do Pangua, 19/V1/1993, Feep 453 (RB); Vicosa,
Recanto das Cigarras, 30/IV/1998, S.A.M. Alves 69 (RB, VIC). PARANA: Paranagua,
rodovia BR-277, trevo para Alexandra, 28/X1/2014, J.M. Silva & J.T. Motta 8699 (RB). RIO
DE JANEIRO: Cachoeiras de Macacu, street between Funchal and Guapiagu, near REGUA,
02/V1/2009, K. Baker & J. Wesenberg KB186 (RB); Duque de Caxias, Il Distrito, Parque

Natural Municipal de Taquara, trilha da cachoeira, 14/VV1/2008, M.L.C. Valim, C.G. Campos,
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F.R. Souza, N. Silva, C.F. Silva, F.P. Uribbe & C.E.S. Jascone 7 (RB); Itatiaia, Parque
Nacional de Itatiaia, parte baixa, estrada para o Lago Azul, 28/X/2011, A. Lobdo & G.C.
Lopes 1719 (RB); Marica, Itaipuacu, Parque Estadual da Serra da Tiririca, morro da Serrinha,
antigo tunel ferroviario, 28/V/2014, G.A. Queiroz, D.N.S. Machado & L.P.M. Moraes 147
(RB); Magé, 28/\V//1983, R.R. Guedes 231 (RB); idem, Parque Nacional da Serra dos Org3os,
serra da Estrela, trilha entre Piabetd e Petropolis, 20/1/2010, R.A. Engelmann & O. Thier
RE468 (RB); Mangaratiba, ilha de Marambaia, trilha para a praia da Armacédo, 08/\VV1/2004,
M. Nadruz & M. Souza 1565 (RB); Nova Iguacu, Reserva Biologica do Tingua, 22/X/2002,
L.C. Giordano, E.F. Guimaraes, M.G. Bovini, S.J. Siva Neto & W. Silva 2597 (RB); Paraiba
do Sul, estrada de terra que liga BR-393 a Fazenda Roque dos Olhos d’Agua e Fazenda
Reunidas, 26/V11/2004, M. Carvalho-Silva, R. Marquete, C. Valente & J.C. Silva 268 (RB);
Parati, Laranjeiras, caminho para a praia do Sono, ap0s a segunda porteira, fazenda Santa
Maria, 04/V11/1992, L.C. Giordano, E.F. Guimardes, J. Caruso e J.C. Silva 1384 (RB);
Petrdpolis, Carangola, X11/1943, G.C. Goés & D. Constantino 900 (RB); Rio de Janeiro,
Copacabana, Area de Protecdo Ambiental de Chacrinha, borda de mata na area de lazer do
parque, 12/11/2004, L.J.T. Cardoso 102 (RB); idem, Jardim Botéanico, mata de encosta do
Parque Lage, trilha a direita da terceira queda d’dgua da cachoeira do Cabo de Aco,
11/1V/1995, L.C. Giordano, R. Furks, P. Botelho, R. Garcia & F. Pinheiro 1893 (RB); idem,
macigo da Tijuca, serra da Carioca, morro Mundo Novo, Botafogo, campus da Universidade
Santa Ursula, 14/1/1993, J.M.A. Braga & T. Konno 221 (RB); idem, morro Mundo Novo,
propriedade da U.S.U., 18/XI11/1985, M. Gomes 21 (RB); idem, Pedra de Itaina, 29/V11/1971,
D. Sucre 7591 (RB); idem, Sumaré, 11/V/1955, E.F. Guimardes 16 (RB); Santa Maria
Madalena, Alto do Imbe, estrada para Cruzeiro, terras do senhor Jorge, 24/X/2012, J.F.A.
Baumgratz, M. Nadruz, B.C. Bandeira & M. Souza 1251 (RB); idem, Parque Estadual do
Desengano, Alto Imbé, picada para o Cruzeiro, 24/X/2012, B.C. Bandeira, J.F.A. Baumgratz,
M. Nadruz & M.C. Souza 141 (RB); Silva Jardim, Reserva Biol6gica Pogo das Antas, mata
secundaria préxima ao plantio de Biovert — modelo tradicional, 15/1X/2001, C. Duarte 115
(RB); Teresopolis, Parque Nacional da Serra dos Orgéos, fazenda Mandioca, caminho para
Poco da Esmeralda, 23/11/1984, L. Mantone & E.F. Guimarées 71 (RB); Vassouras, Avelar,
Horto Florestal de Pau Grande, 20/11/1978, M. Santos et al. 2 (RB); Visconde de Maua,
Parque Nacional de Itatiaia, ao lado do abrigo 2, 06/X11/2006, R. Marquete & V.F. Mansano
4027 (RB). SAO PAULO: Barra do Turvo, estrada de acesso a Barra do Turvo, 08/11/1995,
H.F. Leitdo-Filho, R.R. Rodrigues, A. Rozza, T. Sposito, K. Santos & A.P. Vieira s/n (RB);
Boa Esperanca do Sul, margem da mata ciliar do rio Jacaré, 07/V11/1964, J.C. Gomes Jr. 2029

(UB); Caraguatatuba, 17/111/2006, A. Oliveira & C. Purcell 2121 (RB); Colombia, distrito de
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Laranjeiras, fazenda Perdizes, 27/\V11/1994, W. Marcondes-Ferreira & L.L. Venturi 947 (RB);
Iguapé, Estacdo Ecoldgica Juréia-ltatins, serra da Juréia, praia do Uma, 13/1V/1994, E.A.
Anunciacdo & 1. Cordeiro 484 (RB); Pedregulho, Parque Estadual das Furnas do Bom Jesus,
em capoeirinha, brejo das nascentes, proximo da casa do nucleo de Santa Luzia, 23/1/1993,
J.R. Guillaumon & I.H.D. Castello-Branco 16066 (RB); Pindorama, Estacdo Ecoldgica de
Pindorama, 09/V1/1994, R. Pilati 443 (RB); S&o José do Rio Preto, subdistrito de Talhado,
sitios Nossa Senhora Aparecida e S&o Sebastido, 30/V/2009, I.M. Silva 87 (RB); Sao Vicente,
Parque Estadual Xixova-Japui, praia de Paranapud, 05/V11/2002, J.A. Pastore & C. Moura
1172 (RB); Teodoro Sampaio, Reserva Morro do Diabo, 27/V11/1985, M.C.W. Vieira 801
(RB); Ubatuba, Horto do IAC, caminho para a trilha do fundo (escravos), 15/\V/2007, C.F.
Nardim, F.R.G. Amaral, L.C. Bernacci, J.L. Silva, L.L. Haber & M.A.R. Vieira 78 (RB);
Vera Cruz, Escola Agricola Estadual, mata ciliar degradada, 18/V111/1998, R.B. Torres, J.C.
Sales et al. 555 (RB).

Piper caldense C. DC.

BRASIL. BAHIA: Itapebi, Lombardia, 07/X1/1967, R.S. Pinheiro & T.S. Santos 358 (RB).
ESPIRITO SANTO: Aracruz, Barra do Riacho, 15/X/2009, V.B. Sarnaglia Junior 180 (RB);
Sooretama, Vale do Rio Doce Forest Reserve, Gavea Rd km 8, 25/X1/2004, M.A. Jaramillo,
J.E. Meirelles & M. Nadruz 796 (RB). MINAS GERAIS: Araponga, Parque Estadual da Serra
do Brigadeiro, trilha do Mundo, R. Marquete, E.F. Guimaraes, L.C. Giordano, T. Carrijo, L.S.
Leoni & M. Avelar 4101 (RB); Barroso, estrada Invejosa-Severiano Resende (antiga linha
férrea), 26/V11/2003, L.C.S. Assis & M.S. Guimardes 877 (RB); Nova Lima, mina do
Tamandug, 1X/1995, L.V. Costa s/n (RB); Patos de Minas, chacara do sennhor Moacir
Quintino, 12/V11/2010, J.E.Q. Faria 887 (UB); Rio Preto, serra do Funil, 20/V111/2004, C.N.
Matozinhos, O.J.B. Neto, B.F. Mello, F.R.G. Salimena & P.H. Nobre 3 (RB); Vicosa,
Reserva Florestal Paraiso, 08/V11/1997, S.A.M. Alves 38 (VIC); idem, 20 m antes do final da
trilha principal, 15/VI11/1997, S.A.M. Alves 40 (RB). RIO DE JANEIRO: Cantagalo,
conglomerado 177-3-1-64-R, 17/X11/2013, L.B. Pimentel, A.S.C. Junqueira, M. Ramos & R.
Giovanetti-Alves s/n (RB); Nova Friburgo, Macaé de Cima, fazenda Ouro Verde,
18/V11/1993, C.M. Vieira & L.C. Gurken 314 (RB); idem, sitio Hum Baccus, 13/1X/1990,
C.M.B. Correira, L. Maltone, E.F. Guimardes & J. Caruzo 241 (RB); idem, matas de
Theodoro de Oliveira, 09/V111/1989, L.C. Fogaca & A. Amorim 47 (RB); Petropolis, Araras,
Vivenda da Cachoeira, 10/V111/1980, V.F. Ferreira 1309 (RB); Serra dos Orgdos, parque,
30/V111/1964, G. Pabst, G. Hatschbach & E. Pereira 9134 (RB); Teresopolis, Granja Comary,

26/V111/2002, R. Marquete, N. Marquete, L.C. Giordano, M.C. Valente & J.C. Silva 3381
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(RB). SAO PAULO: Garulhos, Parque Estadual da Cantareira, nicleo Cabucu, trilha da
Cachoeira, 11/VI11/2005, F.A.R.D.P. Arzolla, G.C.R. de Paula, F.E.S.P. Vilela e J.R. Santos
918 (RB); Mogi das Cruzes, serra do Mar, 16/1X/1983, M. Kirizawa, A.V.G. Sousa, N.N.
Duque & M.R. Silva 1058 (RB); Paranapiacaba, Estacdo Bioldgica, 28/VI1I1/1983, A.
Custddio Filho & C.B. Toledo 1399 (RB); Sao Paulo, Reserva Biologica do Parque Estadual
das Fontes do Ipiranga, 24/X/1979, M. Kirizawa 503 (RB); idem, 24/X/1979, M. Kirizawa
505 (RB); Tapirai, 12 Km de Tapirai em direcdo a Juquid, cachoeira do Cha, 09/1X/1994,
M.R. Gorenstein, C.D. Sanches, E.B. Bastos, J.R.R. Hoffmann & V.F. Pereira 41 (RB).

Piper cernuum Vell.

BRASIL. BAHIA: Lengo6is, Chapadinha, meio da mata do grotdo, fendas da serra do Brej&o,
25/1V/1995, M.C. Ferreira, A. Pereira, J. Costa & E. Melo 1805 (RB); idem, na mata do
grotdo, 23/11/2003, A. Rapini & P. Fiaschi 1024 (RB). ESPIRITO SANTO: Marechal
Floriano, sitio das Pacas, s/d, J. Luber s/n (RB). MINAS GERAIS: Araponga, serra de
Araponga, fazenda Neblina, 01/11/1992, L.S. Leoni s/n (RB); Lima Duarte, Parque Estadual
do Ibitipoca, 23/111/1988, P.M. Andrade & M.A. Drumond 1132 (RB). RIO DE JANEIRO:
Rio de Janeiro, Jardim Botanico, 08/V/1968, E.F. Guimaraes & C.B. Abreu 168 (RB).

Piper chimonanthifolium Kunth

BRASIL. MINAS GERAIS: Vicosa, Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacdo
Ambiental Mata do Paraiso, 23/1X/2014, A. Valentin-Silva 81 (BOTU). RIO DE JANEIRO:
Itatiaia, estrada Maromba, Km 2,5, 06/X/1945, A.B. Pereira & Walter 95 (RB); Teresdpolis,
Pimenteiras, 05/1X/1996, E.F. Guimaraes et al. 1609/09 (RB); idem, cascata perto do ponto
final de Onibus, 17/X/1989, E.F. Guimardes 142 (RB); idem, rodovia Rio/Mendon,
09/X11/1987, E.F. Guimardes & L. Mautone 19 (RB). SAO PAULO: Biritiba Mirim, Estacéo
Bioldgica de Boréia, 29/1X/1983, A. Custddio Filho 1572 (UB); Boa Esperanca do Sul,
fazenda Itaqueré, 07/VV11/1964, J.C. Gomes Jr. 2059 (UB).
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CAPITULO 4

Dinamicas de liberacéo de polen e exposicdo estigmatica em espécies neotropicais de

Piper: um possivel padréo para o género

PREMISSA DO ESTUDO: Dicogamia é uma caracteristica comum nas angiospermas basais
e esta relacionada com a eficacia da polinizacdo. Para melhor compreender a reproducao
sexual em espécies de Piper, determinamos se existe um padrdo de liberacdo de pdlen e
exposicao estigméatica em espécies neotropicais do género, independentemente dos nimeros
de estames e carpelos e da sexualidade da flor.

METODOS: Realizamos o estudo em 16 espécies neotropicais de Piper, que possuem flores
com diferentes nimeros de estames e carpelos. Analisamos os eventos florais, em campo e em
laboratdrio, desde botéo até flores senescentes.

RESULTADOS CHAVE: Doze espécies tinham apenas flores bissexuais e quatro espécies
tinham flores bissexuais e estaminadas. As flores bissexuais de todas as espécies analisadas
apresentaram protoginia incompleta: a fase pistilada da flor durou de 2-7 dias e a fase
bissexuada durou de 1-9 dias. Os estigmas foram longevos (4-16 dias) e as papilas
estigmaticas foram expostas sequencialmente e gradualmente em sentido basipeto,
independente do namero de carpelos na flor. A deiscéncia das anteras foi assincronica e
sequencial, ocorrendo em um estame por vez, independente do ndimero de estames e da
sexualidade da flor.

CONCLUSOES: A dinamica dos eventos florais apresentou 0 mesmo padrdo para todas as
16 espécies estudadas. Esses resultados sugerem um padrdo para as espécies neotropicais de
Piper, considerando que as espécies analisadas pertencem a diferentes clados do género.
Como o desenvolvimento floral e a morfologia das flores bissexuais e unissexuais Sao

similares, essas caracteristicas devem representar um padrdo para o género como um todo.

PALAVRAS-CHAVE: dicogamia, liberacdo de polen assincronica, longevidade estigmatica,
protoginia incompleta

* Manuscrito submetido para a revista “American Journal of Botany”.
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INTRODUCAO

A dicogamia, principalmente a protoginia, € uma caracteristica comum nas angiospermas
basais, esta relacionada com a eficacia da polinizacdo (Endress, 2010) e pode influenciar a
diversidade genética da populacéo (Li et al., 2016). Além disso, a protoginia pode atuar como
um mecanismo eficaz para prevenir a autogamia em espécies autocompativeis (Lloyd e
Webb, 1986; Bertin e Newman, 1993). No entanto, a protoginia ndo impede a geitonogamia,
se flores em fases distintas ocorrem em uma planta (Pang e Saunders, 2014 e referéncias nele
contidas). Como as espécies de Piper sdo polinizadas por pequenos insetos que procuram por
polen (Figueiredo e Sazima, 2000; capitulo 2), € essencial conhecer a dindmica dos eventos
florais para melhor compreender a reproducdo sexual nessas espécies, especialmente o
periodo em que o poélen esta disponivel para os polinizadores e o periodo durante o qual o
polen pode ser depositado em um estigma receptivo.

O género Piper possui distribuicdo pantropical e as espécies diferem quanto a
sexualidade de suas flores: as espécies neotropicais possuem flores bissexuais e as
paleotropicais, flores unissexuais (Jaramillo et al., 2008). Entretanto, flores funcionalmente
unissexuais (estaminadas) foram observadas em Piper arboreum Aubl., espécie neotropical
que é andromonoica (Figueiredo e Sazima, 2000). Apesar disso, as flores bissexuais e as
unissexuais sdo morfologicamente similares, aperiantadas, protegidas por uma bréctea, com
1-10 estames e 3-4 carpelos (Jaramillo e Manos, 2001).

Estudos ontogenéticos em espécies com quatro e seis estames mostraram que 0S pares
laterais de estames se desenvolvem simultaneamente, enquanto o par mediano se desenvolve
de forma sequencial, com o estame mediano anterior sendo formado antes do mediano
posterior (Tucker, 1982). A liberacdo de pblen também ocorre de forma assincrénica, em um
estame por vez, como descrito por Valentin-Silva et al. (2015) em P. vicosanum Yunck.,
espécie com quatro estames. Entretanto, a liberagdo de pdlen pelos dois primeiros estames
ndo é simultanea, diferindo da sequéncia de desenvolvimento proposta por Tucker (1982); os
outros dois estames liberam pélen nos dias subsequentes de forma sequencial.

A maioria das espécies desse género € protoginica e os estigmas sdo longevos (Menon,
1949; Martin e Gregory, 1962; Figueiredo e Sazima, 2000; Valentin-Silva et al., 2015).
Informacdes sobre 0 modo de exposicdo das papilas estigmaticas se restringe ao estudo de
Valentin-Silva et al. (2015), que mostraram que as papilas estigmaticas sdo expostas de forma
sequencial e gradual em sentido basipeto.

Dessa forma, objetivamos verificar se existe um padrdo de liberacdo de polen e de

exposicdo estigmatica nas espécies neotropicais de Piper. Para tanto, descrevemos esses
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eventos florais em espeécies de Piper com diferentes nimeros de estames e de carpelos e em
diferentes tipos florais (flores bissexuais e estaminadas). Como a organizacao floral é uma
caracteristica considerada conservativa (Soltis et al., 2005) e a morfologia floral das espécies
de Piper é similar (Jaramillo et al., 2008), esperamos que a liberacdo de pdlen e a exposicao
estigmatica sejam semelhantes entre as espécies e que, nas espécies com dois tipos florais, a

dindmica de liberacao de pélen seja similar entre as flores bissexuais e as estaminadas.

MATERIAL E METODOS

Realizamos o estudo de abril de 2014 a dezembro de 2015 na °‘Estagdo de Pesquisa,
Treinamento ¢ Educacdo Ambiental Mata do Paraiso’, reserva florestal situada em Vigosa
(20°47-48'S, 42°50'-52'0), Minas Gerais, sudeste do Brasil. Essa reserva possui 194 ha de
area e altitudes variando entre 690 e 870 m. Sua vegetacdo é classificada como floresta
estacional semidecidua montana (Veloso et al., 1991).

Estudamos 16 espécies de Piper (Tabela 1). A maioria das espécies possui
inflorescéncia do tipo espiga, com flores bissexuais, sésseis, androceu com quatro estames,
gineceu tricarpelar (o estilete geralmente esta ausente), ovario stpero e uniovular (Yuncker,
1972, 1973). As espécies estudadas pertencem a diferentes clados do género (Jaramillo et al.,
2008; Tabela 1). Depositamos material testemunho no acervo do Herbario BOTU,
Departamento de Botanica, Universidade Estadual Paulista, campus de Botucatu (Apéndice
1).

Percorremos cerca de 5 km de transec¢Ges na area e marcamos os individuos que
tinham estruturas reprodutivas (inflorescéncias com botbes florais, flores ou frutos) ou
cicatrizes de inflorescéncias, como sugerido por Valentin-Silva e Vieira (2015). Quando foi
possivel, sorteamos 15 plantas dentre as marcadas de cada espécie (Tabela 1) para analisar as
flores em campo, com auxilio de lupa de méo (aumento de 60X), e em laboratério, sob
estereomicroscopio (flores frescas ou fixadas em etanol 70%), para verificar a presenca de
tipos florais diferentes e caracterizar as dindmicas de liberacdo de poélen e exposicao
estigmatica. Fizemos observagdes diarias durante o periodo de floracdo de cada espécie (veja
capitulo 1), em duas inflorescéncias por individuo. O monitoramento da exposic¢ao das papilas
estigmaticas serve como indicativo da receptividade dos estigmas (Valentin-Silva et al.,
2015). Essas informac@es, quando associadas com o periodo de liberacdo de polen, auxiliam

na determinagéo do tipo de dicogamia, quando presente.
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TABELA 1. Espécies de Piper estudadas e clado a que pertencem na filogenia, tipo de inflorescéncia, numero de estames e de estigmas na flor e

numero de plantas amostradas.

Espécie Clado Inflorescéncia  Estames Estigmas Plantas
Piper aduncum L. Radula espiga 4 3 13
P. amplum Kunth Radula espiga 6 3 11
P. anisum (Spreng.) Angely Ottonia racemo 4 4 12
P. arboreum Aubl. Macrostachys espiga 4 3 10
P. caldense C. DC. Peltobryon espiga 4 3 15
P. cernuum Vell. Macrostachys espiga 4 3 14
P. chimonanthifolium Kunth Radula espiga 4 3 10
P. corcovadensis (Mig.) C. DC. Ottonia racemo 4 4 15
P. crassinervium Kunth Radula espiga 4 3 11
P. gaudichaudianum Kunth Radula espiga 4 3 12
P. hispidum Sw. Radula espiga 4 3 15
P. lucaeanum Kunth Schilleria espiga 3 3 15
P. malacophyllum (C. Presl) C. DC. Radula espiga 4 3 10
P. mollicomum Kunth Radula espiga 4 3 8
P. pubisubmarginalum Yunck. Schilleria espiga 3 3 15
P. umbellatum L. Pothomorphe  espigas em umbela 2 3 15

70



Para exemplificar as dindmicas de liberacdo de polen e de exposicdo estigmatica,
coletamos amostras de P. amplum, desde botdes florais até flores senescentes. Essa espécie é
a que possui maior nimero de estames entre as analisadas (Tabela 1) e devido a semelhanga
entre os resultados preliminares obtidos nas nossas analises e os resultados obtidos por
Valentin-Silva et al. (2015) a usamos como modelo. Fixamos as amostras em FAA
(formaldeido, &cido aceético e etanol 50%, 1:1:18 v/v/v) por 48h e estocamos em etanol 70%
(Johansen, 1940). Observamos e capturamos as imagens em esteromicroscopio com camara

acoplada.

RESULTADOS

Doze espécies tinham apenas flores bissexuais e quatro espécies tinham flores bissexuais e
estaminadas. A dinamica dos eventos florais apresentou 0 mesmo padrdo para as flores
bissexuais de todas as 16 espécies estudadas, independente do nimero de estames e de
carpelos na flor. As flores bissexuais apresentaram protoginia incompleta. A fase pistilada das
flores durou de 2-7 dias e variou entre flores de um mesmo individuo. A fase bissexuada das
flores durou de 1-9 dias. Os estigmas foram longevos (4-16 dias) e as papilas estigmaticas
foram expostas de forma sequencial e gradual em sentido basipeto. A deiscéncia das anteras
foi assincronica e sequencial, ocorrendo em um estame por vez. O inicio da senescéncia
estigmatica foi variavel, tanto entre espécies quanto entre inflorescéncias da mesma espécie.
Observamos gue a senescéncia estigmatica, caracterizada pelo escurecimento dos estigmas,
pode comecar no fim da fase pistilada ou durante a fase bissexuada da flor.

Observamos em P. arboreum, P. caldense, P. cernuum e P. chimonanthifolium dois
tipos florais (flores bissexuais e estaminadas). As flores funcionalmente unissexuais sdo
morfologicamente similares as flores bissexuais: elas tém uma bréctea, quatro estames com
anteras ditecas e um pistilédio (pistilo reduzido e ndo funcional). Nessas flores, a deiscéncia
das anteras foi assincrénica e sequencial, ocorrendo em um estame por vez, e o periodo de
liberacdo de polen foi similar ao das flores bissexuais. N&o observamos variagdes no
pistilddio ao longo do periodo de antese e essas flores ndo frutificaram.

Nas flores bissexuais de P. amplum, a bractea cobria totalmente o androceu e o
gineceu durante a fase de botdo floral. Com o inicio da retracdo da bréctea, os apices das
anteras de trés estames se tornaram visiveis: estames 1 e 2 (par lateral-posterior) e estame 3
(estame mediano-anterior, localizado entre os dois primeiros) (Fig. 1A). Nessa ocasido, 0
estame 4 (estame mediano-posterior, localizado entre a bractea e o ovario) ainda estava oculto

pela bractea; os estames 5 e 6 (par lateral-anterior) também ndo eram visiveis. Em média, sete
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dias apo6s o inicio da retracdo da bractea, os estigmas justapostos e eretos se tornaram visiveis
entre os estames (Fig. 1B). O estame 4 tornou-se visivel, assim como os estames 5 e 6 (Fig.
1B), devido a retracdo da bréctea.

A antese se iniciou com a receptividade dos estigmas, caracterizada pela exposicéo de
papilas targidas na porcao distal (localizadas na superficie ventral dos estigmas; Fig. 1C),
enquanto as porcGes mediana e proximal dos estigmas estavam justapostas. As anteras de
todos os estames permaneceram indeiscentes. Entdo, a espécie foi protoginica, pois a
receptividade estigmatica comecou antes da liberacdo de polen. A fase pistilada das flores
durou de 2-7 dias e variou entre flores de um mesmo individuo.

A liberacdo de polen comecou em flores com estigmas ainda receptivos, indicando
protoginia incompleta e caracterizando a fase bissexuada da flor. O poélen foi liberado nas
horas mais quentes do dia, geralmente entre 10 e 14h, formando grumos sobre a antera, que
podiam permanecer sobre as mesmas por mais de 24 horas.

Os estames 1 e 2 foram os primeiros a liberar pélen, porém de forma assincrénica. O
estame prestes a liberar pélen se tornou mais alto que o outro, devido a total exposi¢do de
filete e antera; tanto o estame 1 quanto o estame 2 pode ser o primeiro a liberar pélen (Fig.
1E-H). Esses estames liberaram pdlen no mesmo dia, mas em horarios diferentes, com pelo
menos uma hora de diferenca (Fig. 1D). Outra possibilidade foi a liberacdo em dias
consecutivos, geralmente pela manh&, com cerca de 24 horas de diferenca.

Nessa ocasido, 0s estigmas estavam mais afastados entre si, expondo as papilas das
porcdes distal e mediana dos estigmas. Por outro lado, as papilas estigmaticas localizadas na
porcao distal dos estigmas podiam estar escurecidas e flacidas (Fig. 1E-H), caracterizando o
inicio da senescéncia estigmatica nessa porcao.

Um dia apos a liberacdo de polen pelos estames 1 e 2, geralmente ocorreu a abscisao
da antera e de parte do filete (Fig. 11). Nessa ocasido, 0 estame 3 estava mais exposto e podia
liberar pdlen (Fig. 1J) ou podia permanecer indeiscente e liberar pdlen no dia subsequente. Os
estigmas estavam quase completamente expostos e as papilas das porcdes distal e mediana ja
estavam escurecidas em parte das flores na inflorescéncia. A partir desse estadio, a extensdo
dos estigmas que estava escurecida foi variavel entre as flores.

Um dia apos a liberacdo de pdlen pelo estame 3, restavam na flor trés estames com
anteras indeiscentes (Fig. 1K). Nessa ocasido, o estame 4 podia liberar pélen (Fig. 1L) ou
podia permanecer indeiscente e liberar pélen no dia subsequente, apresentando variagdo
semelhante a do estame 3. Os estames 5 e 6 estavam mais visiveis nesse momento (Fig. 1L)
devido a abscisdo dos estames que ja liberaram polen. Nessa fase, os estigmas geralmente
possuiam papilas turgidas apenas na porgdo proximal.
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FIGURA 1. Flores de Piper amplum em botdo, na fase pistilada e no comego da fase
bissexuada. (A) Comeco da exposicdo dos estames. (B) Botdo floral com os estigmas entre as
anteras (seta). (C) Exposicdo parcial dos seis estames e das papilas na porcao distal dos
estigmas. (D) Liberacao de pdlen pelos estames 1 e 2 no mesmo dia. (E-F) Liberacéo de polen
pelos estames 1 e 2 em dias subsequentes, comecando pelo estame 1. (G-H) Liberagédo de
polen pelos estames 1 e 2 em dias subsequentes, comecando pelo estame 2. (1) Flor apds
liberacdo de pdlen pelos estames 1 e 2. (J) Liberagdo de polen pelo estame 3 e estigmas quase
completamente expostos. (K) Flor apos liberacdo de polen pelo estame 3. (L) Liberacéo de

polen pelo estame 4 e papilas targidas na porcdo proximal dos estigmas. O apice da bractea
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esta direcionado para a regido distal da espiga. br, bréctea; fs, cicatriz do filete; ov, ovario; s1,

estame 1; s2, estame 2; s3, estame 3; s4, estame 4, s5, estame 5; s6, estame 6. Barras: 500 pum.

FIGURA 2. Flores de Piper amplum no fim da fase bissexuada. (A) Flor apés liberacdo de
polen pelo estame 4. (B) Liberacdo de pdlen pelos estames 5 e 6 no mesmo dia. (C-D)
Liberacdo de pélen pelos estames 5 e 6 em dias subsequentes, comecando pelo estame 5. (E-
F) Liberacdo de polen pelos estames 5 e 6 em dias subsequentes, comecando pelo estame 6;
observe os estigmas colapsados. (G) Fruto imaturo. O &pice da bréctea esta direcionado para a
regido distal da espiga. br, bréctea; fs, cicatriz do filete; ov, ovario; s5, estame 5; s6, estame 6.

Barras: 500 um.

Um dia ap6s a liberacdo de pdlen pelo estame 4, os estames 5 e 6 estavam mais
expostos e puderam liberar polen (Fig. 2A). A variacdo na liberagdo de polen foi semelhante a

observada nos estames 1 e 2 (Fig. 2B-F). Nessa ocasido, a maioria das flores estava com 0s
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estigmas totalmente escurecidos, indicando o fim da receptividade estigmatica. Entretanto,
algumas poucas flores podiam ter estigmas ainda receptivos.

A assincronia na abertura das anteras resulta em varia¢Ges no periodo de liberacéo de
polen entre os estames, que pode variar de 4-9 dias. Apés a abscisdo dos estames 5 e 6, 0s
estigmas estavam colapsados. Entdo, ocorreu 0 aumento de tamanho do ovario durante a

frutificacéo (Fig. 2G), se a flor foi fertilizada.

DISCUSSAO

A protoginia incompleta, como aqui observado, pode favorecer a polinizacdo cruzada durante
a fase pistilada, mas ndo impede que ocorra a autopolinizagdo durante a fase bissexuada da
flor (LIoyd e Webb, 1986; Bertin e Newman, 1993; Endress, 2010; Li et al., 2016). Dessa
forma, outros mecanismos reprodutivos devem estar associados a dicogamia, por exemplo, a
autoincompatibilidade, evitando a autogamia. Essa combinagdo de protoginia incompleta e
autoincompatibilidade foi observada em 13 espécies de Piper do sudeste brasileiro
(Figueiredo e Sazima, 2000; capitulo 2).

A exposicdo das papilas estigmaticas de forma gradual e sequencial esta relacionada
tanto com a protoginia incompleta quanto com a longevidade dos estigmas (Valentin-Silva et
al., 2015), caracteristicas observadas em todas as espécies analisadas. Estigmas longevos séo
comuns em especies de Piper (Menon, 1949; Martin e Gregory,1962; Figueiredo e
Sazima,2000; Valentin-Silva et al., 2015), assim como o modo de exposicdo de suas papilas,
como aqui demonstrado. O longo periodo de receptividade estigmatica tem sido relacionado
com a maior probabilidade dos estigmas receberem graos de pélen suficientes (Cruden, 2000),
0 que pode favorecer a reproducao sexuada.

O modo de exposicdo das papilas estigmaticas deve ser filogeneticamente conservado,
porque foi independente do nimero de carpelos na flor. Foi observado em espécies com
quatro estigmas, a condicdo ancestral em Piperaceae (Jaramillo et al., 2004), e em espécies
com trés estigmas. E possivel que esse modo de exposicdo estigmatica também ocorra nas
flores pistiladas das espécies paleotropicais de Piper, que possuem desenvolvimento do
gineceu similar ao descrito para as flores bissexuais das espécies neotropicais (Lei e Liang,
1998).

Devido a exposicdo sequencial e gradual dos estigmas, um conjunto de papilas
receptivas é exposto em sentido basipeto, sugerindo que os estigmas sdo funcionalmente
fragmentados (Valentin-Silva et al., 2015). Além disso, parece haver uma separacgao funcional

entre as porcOes dos estigmas. As papilas estigmaticas da porcdo distal devem estar
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associadas com o polen recebido durante a fase pistilada da flor, portanto, oriundo de outras
flores, favorecendo a xenogamia ou a geitonogamia, dependendo das dindmicas de abertura
das flores na inflorescéncia e na planta. Ap6s o inicio da fase bissexuada da flor e do inicio da
senescéncia estigmatica, que é gradual, as por¢Ges mediana e proximal dos estigmas sdo as
que podem receber, além do pdlen de outras plantas, seu préprio polen, caracterizando a
autopolinizagao.

A senescéncia dos estigmas ocorreu de modo semelhante a exposicdo das papilas
estigmaticas, de forma gradual e sequencial em sentido basipeto, como descrito por Valentin-
Silva et al. (2015). O escurecimento dos estigmas observado nas espécies analisadas pode
estar relacionado com o acumulo de compostos fendlicos, como registrado em P. vicosanum
(Valentin-Silva et al., 2015). A variacdo no momento de inicio da senescéncia estigmatica
pode estar relacionada com as visitas de polinizadores nas flores de cada espécie. Estigmas
ndo polinizados podem permanecer receptivos por mais tempo do que estigmas polinizados
(Devlin e Stephenson, 1984; Richardson e Stephenson, 1989).

Apesar do nimero de estames ser homoplastico em Piperales (Jaramillo et al., 2004), a
liberacdo de polen assincrénica e sequencial foi observada em todas as espécies, semelhante
ao registrado em P. vicosanum (Valentin-Silva et al., 2015), e foi independente do nimero de
estames na flor. No entanto, quanto maior o nimero de estames na flor, maior foi o periodo de
liberacdo de pélen. Dessa forma, o periodo de oferta do recurso floral (pélen) é aumentado, p.
ex., na espécie com seis estames, o que pode aumentar as chances de ocorrer polinizacdo
cruzada (Li et al., 2016).

Além disso, a liberacdo de pdlen nas quatro espécies com flores estaminadas também
foi assincrénica e sequencial. 1sso indica que a assincronia na liberacdo de pélen independe da
presenca do gineceu e pode ocorrer nas flores estaminadas das espécies paleotropicais de
Piper, que possuem desenvolvimento do androceu similar ao descrito para as flores bissexuais
das espécies neotropicais (Lei e Liang, 1998).

As caracteristicas observadas aqui (exposicdo e senescéncia estigméatica de forma
sequencial e gradual em sentido basipeto e liberacdo de polen assincrénica e sequencial)
sugerem um padrdo para as espécies neotropicais de Piper, considerando que as espécies
analisadas pertencem a diferentes clados do género e essas caracteristicas devem ser
filogeneticamente conservadas. N&o existem estudos semelhantes com espécies paleotropicais
de Piper, o que impossibilita a comparacdo direta com essas espécies. Apesar disso, cOmo 0
desenvolvimento floral e a morfologia das flores bissexuais e unissexuais sao similares entre

espeécies neotropicais e paleotropicais de Piper (Tucker, 1982; Lei e Liang, 1998; Jaramillo et
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al., 2008), as caracteristicas aqui descritas devem representar um padrdo para 0 género como

um todo.
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APENDICE 1. Nimero de registro no Herbario BOTU.

Piper aduncum: 32.180 (Valentin-Silva 101), 32.198 (Valentin-Silva 83)

Piper amplum: 32.187 (Valentin-Silva 94), 32.194 (Valentin-Silva 87)

Piper anisum: 32.188 (Valentin-Silva 93)

Piper arboreum: 32.181(Valentin-Silva 100)

Piper caldense: 32.195 (Valentin-Silva 86), 32.201 (Valentin-Silva 79)

Piper cernuum: 32.172 (Valentin-Silva 109), 32.200 (Valentin-Silva 80)

Piper chimonanthifolium: 32.196 (Valentin-Silva 85), 32.199 (Valentin-Silva 81)
Piper corcovadensis: 32.191 (Valentin-Silva 90)

Piper crassinervium: 32.175 (Valentin-Silva 106), 32.177 (Valentin-Silva 104)
Piper gaudichaudianum: 32.173 (Valentin-Silva 108), 32.183 (Valentin-Silva 98)
Piper hispidum: 32.174 (Valentin-Silva 107), 32.184 (Valentin-Silva 97)

Piper lucaeanum: 32.182 (Valentin-Silva 99), 32.193 (Valentin-Silva 88)

Piper malacophyllum: 32.178 (Valentin-Silva 103), 32.185 (Valentin-Silva 96)
Piper mollicomum: 32.179 (Valentin-Silva 102), 32.190 (Valentin-Silva 91)
Piper pubisubmarginalum: 32.192 (Valentin-Silva 89)

Piper umbellatum: 32.176 (Valentin-Silva 105)
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CONSIDERACOES FINAIS

As respostas fenoldgicas de plantas podem ser moduladas por fatores abioticos e pelas
restricdes filogenéticas. No capitulo 1, registramos nas espécies de Piper,estudadas em uma
floresta estacional semidecidua, que apenas a floracdo apresentou sinal filogenético e foi
estacional. A frutificacdo foi influenciada por fatores abioticos, enquanto a floragdo teve uma
influéncia compartilhada de fatores abidticos e das restri¢des filogenéticas. Assim, mesmo em
ambientes estacionais, pode haver influéncia da filogenia nos eventos reprodutivos. A
presenca de sinal filogenético na floracdo pode estar relacionada com o predominio da
frequéncia anual dessa fenofase nas espécies de Piper aqui estudadas e também em outros
tipos de vegetagdo. Estudos futuros, que amostrem um mesmo conjunto de espécies em
diferentes populacdes e na mesma escala temporal, poderdo testar essa ideia.

As espécies de Piper sdo entomofilas e foram visitadas por insetos de diferentes ordens,
portanto sdo ecoldgica e funcionalmente generalistas. Ndo houve correlagdo entre o0s
caracteres florais e os dos visitantes florais, 0 que sugere que os caracteres florais analisados
ndo representam adaptacdes aos polinizadores. Portanto, corroboramos a ideia de que a
diversificacdo floral em espécies generalistas é pouco influenciada pelas pressdes seletivas
exercidas pelos polinizadores. Além dos polinizadores, outros fatores podem estar
relacionados com a diversificacdo floral e poderé&o ser testados futuramente.

No capitulo 3, observamos variacdes do hermafroditismo em quase 25% das espécies
aqui estudadas. Registramos a presenca de flores funcionalmente unissexuais masculinas em
quatro das 17 espécies analisadas. Como a morfologia floral das espécies de Piper é similar,
esses resultados reforcam a necessidade de estudos em campo que avaliem a funcionalidade
das flores ao longo da antese para determinar a expressdo sexual das flores e das plantas. Em
decorréncia disso, outras espécies ndo hermafroditas poderdo ser encontradas no Neotropico.

Ao analisarmos as dindmicas de liberacdo de polen e de exposicdo estigmatica,
registramos padrdo similar entre as espécies. Como essas espécies pertencem a diferentes
clados do género, esse padrdo deve ocorrer em outras espécies neotropicais. Temos evidéncias
gue o mesmo pode ocorrer nas espécies paleotropicais, devido a similaridade do
desenvolvimento floral e da morfologia das flores bissexuais e unissexuais. Entretanto, seria
interessante que estudo semelhante fosse realizado com espécies paleotropicais para

confirmar os resultados aqui encontrados como um padrdo para o género.
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