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Resumo geral

A enantiostilia € um tipo de hercogamia reciproca conhecida had mais de um século,
contudo poucos estudos foram realizados acerca da investigacdo da sua funcionalidade.
A subtribo Cassiinae é bem representada quanto a enantiostilia, apresentando a maioria
das suas espécies enantiostilicas. Este estudo teve como objetivo avaliar a biologia
reprodutiva de espécies da subtribo Cassiinae com énfase na investigagdo da
funcionalidade da enantiostilia e suas relagdes reprodutivas. No primeiro capitulo foi
observada a dinamica da floragdo em oito espécies da subtribo Cassiinae, quatro do
género Chamaecrista e quatro do género Senna. Isopletia foi encontrada para todas as
espécies, além de diferentes estratégias na dindmica da floragdo gerando individuos
funcionalmente dimorficos, elevando as taxa de poliniza¢do cruzada. O capitulo dois
traz resultados acerca de padrbes de deposicdo e captacdo de pdlen, comportamento
dos visitantes e sistema reprodutivo de sete espécies da subtribo Cassiinae, quatro do
género Chamaecrista e trés do género Senna. A maioria das espécies apresentou
padrdo de deposicdo e captacdo de polen encontrado para outras espécies
enantiostilicas. A enantiostilia nd&o mostrou influéncia na ocorréncia de
incompatibilidade nas espécies Senna macranthera var. pudibunda e S. martiana. No
terceiro capitulo foram criados tipos enantiostilicos, além de verificados os tipos de
heteranteria para espécies da subtribo Cassiinae enantiostilicas através da analise de 62
espécies. Foram identificados sete tipos enantiostilicos nas espécies observadas. Todos
os tipos de heteranteria foram visualizados. O quarto capitulo desta tese traz o relato de
uma possivel nova estratégia reprodutiva enantiostilica em duas espécies do género
Senna. As espécies apresentam dois gineceus por flor, o que é incomum para espécies
de Fabaceae. Esta mudanca na morfologia das flores parece estar relacionada a um
aumento na aptidao reprodutiva das espécies. Os resultados obtidos, de forma geral,
mostram a diversidade na reproducdo de espécies da subtribo Cassiinae, com a adocao
de diferentes estratégias reprodutivas que levam a alteracbes da morfologia floral e
consequente diferenciagdes nas relacbes com os animais visitantes das suas flores. Este
estudo traz informacdes relevantes e em alguns casos inéditas para o conhecimento da
reproducdo de espécies deste grupo, contribuindo com a conservacdo das mesmas nos
seus ambientes naturais.

Palavras chave: Espécies enantiostilicas, Chamaecrista, Senna, mecanismos

reprodutivos, diversidade reprodutiva.
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General Abstract

Enantiostyly is a kind of reciprocal herkogamy known for over a century, however few
studies investigated its functionality. It is well represented within the Cassiinae subtribe
The aim of this study was to evaluate the reproductive biology of Cassiinae subtribe
species, focusing on the functionality of enantiostyly and its reproductive relations. In
Chapter 1, the flowering dynamics was noticed in eight species, four Chamaecrista and
four Senna. Isoplethy was found in all studied species, beyond different strategies in
flowering dynamics that generate functionally dimorphic individuals, increasing cross
pollination rates. Chapter 2 brings results about patterns of pollen deposition and
capture, floral visitors’ behavior and breeding system of seven species, four
Chamaecrista and three Senna. Most species presented a pattern of pollen deposition
and capture recorded in other enantiostylous species. In Chapter 3 it was suggested
seven enantiostylous types based on heteranthery type of 62 Cassiinae. The Chapter 4
brings the report of a possible new enantiostyly reproductive strategy in two species of
Senna genus. The species presented two gynoecium, an unusual feature in Fabaceae
species. This floral variation seems to be related to an increase in the reproductive
fitness. These results, in general, show the reproductive diversity in species of
Cassiinae subtribe, with adoption of different reproductive strategies leading to floral
morphology changes and subsequent differentiation in the flowers and visitors
relations. This study brings relevant and unpublished informations for reproductive
knowledge of Cassiinae species

Key words: Enantiostilous species, Chamaecrista, Senna, reproductive mechanism,

reproductive diversity.
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1. Introducéo

A enantiostilia representa um exemplo de hercogamia reciproca, caracterizando-
se por apresentar morfos florais que diferem reciprocamente em relagdo ao
posicionamento dos elementos sexuais (Barrett 2002) e, em alguns casos, também das
pétalas (Almeida et al. 2013a, b). De maneira geral, individuos enantiostilicos
apresentam flores com o gineceu voltado para a direita ou esquerda em relacdo ao
centro floral, resultando em flores que formam imagens especulares (Jesson & Barrett
2002).

Esse polimorfismo pode ocorrer nas formas monomorfica e dimorfica. Na
enantiostilia monomérfica os individuos apresentam flores de diferentes morfos de
forma aleatoria (randémica), alternada (ndo randémica) ou até mesmo um Unico morfo
por inflorescéncia. Na enantiostilia dimérfica os individuos apresentam apenas um
morfo floral, o que gera individuos com gineceu voltado para a esquerda e individuos
com gineceu voltado para a direita (Barrett 2002).

Cerca de nove ordens de angiospermas, sete Eudicotiledoneas (Fabales,
Malpighiales, Myrtales, Dipsacales, Lamiales, Solanales e Gentianales) e duas
monocotileddneas (Asparagales e Commelinales) possuem espécies enantiostilicas,
sendo 11 familias, de Monocotiled6neas e Eudicotiled6neas, do tipo monomorfica e
quatro familias de monocotiled6neas e dicotileddneas do tipo dimdrfica (Barrett 2002;
Bezerra 2008).

A subtribo Cassiinae (Fabaceae) apresenta um grande ndmero de espécies
enantiostilicas. Os géneros Cassia, Chamaecrista e Senna vém sendo caracterizadas em
alguns estudos como enantiostilicas monomorficas (Dulberger 1981; Carvalho &
Oliveira 2003; Liu & Koptur 2003; Ribeiro & Lovato 2004; Westerkamp 2004; Laporta
2005; Costa et al. 2007; Gomez 2008; Dutra 2009; Almeida et al. 2013a, b), mostrando
um grande nimero de espécies autocompativeis, 0 que parece ser uma tendéncia dentro
da subtribo.

Apesar do conhecimento da enantiostilia ndo ser recente, pouco se sabe sobre a
sua real funcionalidade (Barrett, Jesson & Baker 2000). A maior parte dos estudos
aponta uma tendéncia comum das flores enantiostilicas favorecerem a transferéncia de
polen entre flores de morfos diferentes, por xenogamia (Tood 1822; Knuth 1906; Irwin
& Barneby 1976) ou por geitonogamia (Dulberger 1981; Gottsberger & Silberbauer -
Gottsberger 1988; Bahadur et. al 1990; Fenster 1995; Laporta 2005), devido a
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coincidéncia na deposicdo e captura de polen no corpo do polinizador por flores de
morfos opostos. Por outro lado, Dulberger (1981) afirma que a enantiostilia surgiu com
a finalidade de proteger o gineceu do processo de polinizagédo por vibragéo, que poderia
danifica-lo. Contudo, outros autores acreditam que sdo necessarios mais estudos para
definicdo da verdadeira funcionalidade da enantiostilia (Thorp & Estes 1975; Jesson &
Barrett 2002).

Estudos envolvendo espécies da subtribo Cassiinae apontam a enantiostilia
funcional na diminuicdo das taxas de autopolinizacdo, da geitonogamia e aumento na
taxa de xenogamia (Carvalho & Oliveira 2003; Westerkamp 2004; Costa et al. 2007;
Gomez 2008; Almeida et al. 2013a).

A investigagdo da transferéncia efetiva dos grdos entre flores de morfos
reciprocos em flores enantiostilicas sdo inexistentes, 0 que deve estar relacionado a
auséncia de graos de pélen heteromorfos, contrariamente ao observado para espécies
heterostilicas (Ganders 1979).

Em espécies enantiostilicas das familias Solanaceae, Malpighiaceae e
Vochysiaceae parece ocorrer um padrdo na deposicdo e captacdo de pdlen no corpo dos
polinizadores (Jesson & Barrett 2002; Bezerra 2008; Krieck 2008). Nessas espécies as
anteras se apresentam no lado oposto ao gineceu, ocasionando a deposi¢éo direta de
polen no local inverso ao da captacdo, o que também ocorre para algumas espécies de
Cassiinae (Laporta 2005). Por outro lado, alguns estudos mostram espécies de Cassiinae
com mecanismos de deposicdo indireta de polen no corpo dos visitantes (Delgado &
Souza 1997; Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988; Westerkamp 2004; Costa
2007; Dutra 2009). Nesses casos, outras estruturas da flor, como as pétalas, participam
desse processo. Westerkamp (2004) observou mecanismos de polinizacdo indireta em
espécies do género Cassia. Segundo o autor, o polen era depositado no corpo do
polinizador através do processo de ricochete. Essa deposicdo se dava pelas leis de
incidéncia da luz, onde o angulo de incidéncia € igual ao angulo de reflexdo. Com a
ajuda da vibragdo exercida pelos visitantes, os gréos séo liberados pelas anteras e
direcionados pelas pétalas para locais especificos do dorso dos visitantes. Almeida e
colaboradores (2013), estudando Chamaecrista ramosa verificaram a ocorréncia de um
mecanismo semelhante, mas neste caso foi definido como processo de “looping”, ja que

0s graos de polen percorriam as petalas exercendo um movimento circular.



Devido a essa dependéncia da presenca do morfo reciproco para 0 sucesso na
formagédo de frutos, alguns estudos analisaram a proporcdo dos morfos florais em
espécies enantiostilicas monomadrficas e dimorficas (Carvalho & Oliveira 2003; Tang &
Huang 2005; Gomez 2008; Almeida et al. 2013a; b). Os resultados encontrados
mostram proporcdo semelhante entre os morfos (isopletia), o que também € encontrado
para espécies heterostilicas, outro mecanismo de hercogamia reciproca.

Desvios nesse padrdo hercogadmico reciproco vém sendo relatados para espécies
heterostilicas, sendo essas espécies classificadas como variantes ou atipicas (Sobrevila
et al. 1983; Hamilton 1990; Richards & Koptur 1993; Barrett 2002). Nesses casos,
essas espécies podem vir a apresentar caracteristicas que diferem da heterostilia tipica,
como auséncia da proporcéo esperada dos morfos, presenca de um terceiro morfo ou
auséncia de um dos morfos, quebra da auto-incompatibilidade intramorfo ocorrente em
espécies heterostilicas, entre outras (Sobrevila et al. 1983; Hamilton 1990; Richards &
Koptur 1993; Barrett 2002). Para espécies heterostilicas, estes aspectos vém sendo
mostrados como possiveis resultados de perturbacdes ambientais, pouca eficiéncia dos
polinizadores ou auséncia dos mesmos (Barrett 2002).

Ja em espécies enantiostilicas um padrdo que tem sido observado em alguns
estudos (Delgado & Souza 1997; Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988;
Westerkamp 2004; Laporta 2005; Costa 2007; Bezerra 2008; Gémez 2008; Krieck
2008; Dutra 2009) envolve caracteristicas como presenca de morfos reciprocos,
proporcdo desses morfos na populacdo, auséncia de mecanismos de incompatibilidade
intramorfo e deposicdo e captacdo de pélen em lados opostos no corpo do polinizador.
Apesar da existéncia desse padréo, apenas Almeida e colaboradores (2013b), estudando
Chamaecrista flexuosa, relataram devios do padréo enantiostilico pela presenca de um
terceiro morfo (Central), auséncia de deposicdo e captacdo em lados opostos do corpo
do polinizador e auséncia da propor¢do dos morfos na populacdo, o que, segundo 0s
autores, trouxe mudancgas na funcionalidade desse mecanismo. Sendo assim, é possivel
a ocorréncia desses desvios para outras espécies enantiostilicas.

InvestigacOes dos mecanismos da enantiostilia acerca da relagdo com o
polinizador sdo escassos. A maioria dos estudos realizados até o momento utiliza a
interpretacdo da morfologia floral como base para o estabelecimento de padrdes de

transferéncia do podlen nestas espécies, além de ndo relacionarem a presenca de



diferencas peculiares na morfologia com mecanismos de isolamento reprodutivo entre
as espécies da subtribo Cassiinae.
Este estudo avaliou a biologia reprodutiva de espécies da subtribo Cassiinae com

énfase na investigacao da funcionalidade da enantiostilia e suas relac@es reprodutivas.

2. Revisdo bibliografica

2.1 Enantiostilia

Além das formas de enantiostilia j& citadas, em relacdo ao posicionamento das
estruturas reprodutivas masculinas as espécies enantiostilicas podem ser classificadas em
reciprocas, quando os estames ocorrem em posi¢do inversa nos morfos florais e nédo
reciprocas quando o posicionamento dos estames ndo € alterado, independente do
posicionamento do gineceu (Jesson & Barrett 2003).

Cerca de 14 familias de Angiospermas possuem espécies enantiostilicas, sendo
10 familias de Monocotiledneas e Eudicotileddneas do tipo monomorfica e quatro
familias de Monocotiledéneas e Eudicotileddneas do tipo dimorfica (Barrett 2002;
Bezerra 2008).

Apesar do conhecimento da enantiostilia ndo ser recente, pouco se sabe sobre a
sua real funcionalidade. Estudos recentes tém tentado mostrar o porqué da existéncia de
flores enantiostilicas (Barrett, Jesson & Baker 2000). A maior parte dos quais aponta
para uma tendéncia comum das flores enantiostilicas em favorecer a transferéncia de
polen entre flores de morfos diferentes, por xenogamia (Tood 1822; Knuth 1906; Irwin
& Barneby 1976; Almeida et al. 2013a) ou por geitonogamia (Dulberger 1981,
Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988; Bahadur et al. 1990; Fenster 1995; Laporta
2005). Flores com o gineceu voltado para a direita captam pdlen do lado direito e
depositam pdélen no lado esquerdo dos polinizadores, e flores com o gineceu voltado
para a esquerda captam polen do lado esquerdo e depositam polen no lado direito do
polinizador (Bahadur et al. 1990). Por outro lado, Dulberger (1981) afirma que a
enantiostilia surgiu com a finalidade de proteger o gineceu do processo de polinizagdo
por vibracdo exercido pelas abelhas visitantes, que poderia danificd-lo devido a
fragilidade dessa estrutura. Em estudo recente, Almeida e colaboradores (2013b),
reportou a presenca da enantiostilia em Chamaecrista flexuosa na qual esta caracteristica

parecia contribuir com uma maior eficiéncia na captacdo do pdlen em maior extensdo do
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corpo dos visitantes. Contudo, outros autores acreditam que sd0 necessarios mais
estudos para definicdo da verdadeira funcionalidade da enantiostilia (Thorp & Estes
1975; Jesson & Barrett 2002).

2.2 Genética e evolucao da enantiostilia

Pouco se conhece das caracteristicas genéticas de espécies enantiostilicas (Barrett
2010). Em estudo com a espécie enantiostilica dimérfica Heteranthera multiflora
(Pontederiaceae), Jesson e Barrett (2002b) verificaram que a enantiostilia, neste caso, €
controlada por um Unico par de alelos, sendo o caracter deflexdo para esqueda
dominante sobre deflexdo para a direita. Contudo, a genética envolvida na expressdo dos
morfos florais para espécies enantiostilicas monomorficas é desconhecida (Jesson &
Barrett 2002b; Barrett 2010).

Até o estudo realizado por Jesson e colaboradores (2003) e Jesson e Barrett
(2003), a evolucdo da enantiostilia permanecia um mistério, principalmente quando se
tratava do tipo monomorfico. A enantiostilia dimoérfica parecia facilmente explicavel, ja
que as taxas de autogamia e geitonogamia seriam reduzidas na transicdo do tipo
monomorfico para o dimorfico, atuando como pressdo seletiva para esta mudanca
(Barrett 2010). Esta transicdo se assemelharia ao ocorrido com espécies didicas que
teriam evoluido a partir de espécies mondicas, apenas fixando um dos morfos em
determinados individuos (Barrett 2010). Para as enantiostilicas monomorficas as
evidéncias de uma transicdo a partir de espécies com estilete central chegaram com 0s
estudos de Jesson e Barrett (2002; 2003; 2005) e Jesson e colaboradores (2003). Nestes
estudos tedricos e experimentais os pesquisadores verificaram reducdes nas taxas de
autogamia e geitonogamia, e elevacdo da xenogamia em espécies enantiostilicas
monomorficas quando comparadas a espécies de estilete central, sendo plausivel a

aplicacdo da teoria da transicdo utilizada para a transicdo monomorfica-dimérfica.

2.3 Enantiostilia em espécies de Cassiinae

Os géneros Cassia L., Chamaecrista Moench e Senna Mill. estdo subordinados a
subtribo Cassiinae Irwin & Barneby (inclusa na tribo Cassieae Bronn) (lrwin &
Barneby 1982). As espécies destes trés géneros eram incluidas em Cassia L. até o
tratamento taxonémico de Irwin & Barneby (1976), quando estes géneros foram

separados.



Muitas espécies da subtribo Cassiinae vém sendo relatadas como enantiostilicas
em diversos estudos acerca da biologia reprodutiva (Carvalho & Oliveira 2003; Ribeiro
& Lovato 2004; Laporta 2005; Urrutia & Hokche 2008; Torres 2009), investigacdo do
mecanismo (Todd 1882; Delgado & Souza 1977; Gottsberger et al. 1988; Gottsberger &
Silberbauer-Gottsberger 1988; Westerkamp 2004; Almeida et al. 2013a,b) e observacao
de visitantes florais (Nascimento & Del-Claro 2007; Oliveira-Rebougas & Gimenes
2011).

Westerkamp (2004), em estudo espécies do género Cassia, descreveu o
mecanismo do “ricochete”, no qual os graos de polen eram depositados no dorso do
polinizador, com auxilio da pétala, essa deposicdo se dava pelas leis de incidéncia da
luz, onde o &ngulo de incidéncia é igual ao angulo de reflexdo. Todd (1882) estudando
Chamaecrista fasciculata, Delgado e Souza (1977) pesquisando Senna multijuga,
Gottsberger e colaboradores (1988) Chamaecrista hispidula e Almeida e colaboradores
(2013a) Chamaecrista ramosa, descreveram mecanismos semelhantes para essas
espécies, sempre relacionando o papel de uma das pétalas na deposicdo desses graos em
locais especificos do corpo dos polinizadores.

A maioria desses estudos relacionou a existéncia da enantiostilia a0 aumento nas
taxas de xenogamia (Carvalho & Oliveira 2003; Almeida et al. 2013a), e nas taxas de
geitonogamia (Laporta 2005; Torres 2009; Almeida et al. 2013a,b). Almeida e
colaboradores (2013b) atribuiu a presenca da enantiostilia a uma maior eficiéncia na
captacdo dos grdos de polen no corpo do polinizador. Contudo, Westerkamp (2004)
afirmou que as funcdes atribuidas a enantiostilia para outros grupos, como aumento das
taxas de polinizacdo cruzada, ndo podem ser atribuidas as espécies de Cassiinae, ja que
varias flores dos dois morfos encontram-se abertas simultaneamente num mesmo
individuo, mantendo as taxas de autogamia elevadas, e a protecdo ao gineceu no
momento da vibracdo também ndo teria validade, pois estas flores ja sdo adaptadas a

€SSe Processo.

2.4 Hercogamia reciproca x isopletia

A proporcdo semelhante no numero de morfos florais reciprocos na populagéo é
denominada isopletia (Ganders 1979; Barrett 1992). Esta estratégia é essencial para o
sucesso reprodutivo das espécies hercogadmicas reciprocas, pela necessidade do

cruzamento intermorfo (Barrett 2002).



Estudos apontam a tendéncia da ocorréncia da isopletia em espécies
enantiostilicas monomorficas (Jesson & Barrett 2003; Tang & Huang 2005; Almeida et
al. 2013a; Almeida et al. 2013b), dimorficas (Ornduff 1974), heterostilicas (Riveros et
al. 1995; Ree 1997; Pailler e Thompson 1997; Teixeira & Machado 2004; Pereira &
Barbosa 2006; Lenza et al. 2008) e flexistilicas (Li et al. 2001).

Acompanhando a floracdo das espécies enantiostilicas monomdrficas Monochoria
korsakowii e M. vaginalis (Pontederiaceae), Tang & Huang (2005) verificaram a
ocorréncia de isopletia nas populacdes. O mesmo ocorreu para as especies da subtribo
Cassiinae, Chamaecrista ramosa e C. flexuosa em estudo desenvolvido por Almeida e
colaboradores (2013a,b).

Alguns estudos registraram populacGes ndo isopléticas (ou anisopléticas) em
espécies heterostilicas (Riveros et al. 1995; Pailler & Thompson 1997; Teixeira &
Machado 2004; Pereira & Barbosa 2006), sendo este desequilibrio atribuido a
mecanismos de resposta a perturbacdes ambientais (Sobrevila et al. 1983; Hamilton
1990; Barrett 1992; Richards & Koptur 1993; Barrett 2002). Para espécies
inversostilicas, outro tipo de hercogamia reciproca, Pauw (2005) verificou a ocorréncia
da anisopletia nas populac@es estudadas. Até onde temos conhecimento, ndo existem
registros de anisopletia em espécies enantiostilicas. Contudo, Almeida e colaboradores
(2013Db), quando analisaram as flores da espécie Chamaecrista flexuosa pelo pardmetro
funcional, verificaram a auséncia de isopletia, mas a analise morfolégica mostrou o

contrario.

2.5 Desvios do padrdo hercogamico reciproco

Alguns estudos com espécies heterostilicas mostram a ocorréncia de uma
possivel “fuga” deste padrdo, sendo tais espécies denominadas variantes ou atipicas
(Sobrevila et al. 1983; Hamilton 1990; Barrett 1992; Richards & Koptur 1993). Para
esses autores os desvios estdo relacionados a perturbacGes ambientais, tais como
auséncia ou ineficiéncia dos servicos de polinizagdo ou perda de um dos morfos na
populagéo (Barrett 2002). Estas variag0es ou desvios resultam em perda do sistema de
incompatibilidade intramorfo, homostilia, ou seja, auséncia de individuos reciprocos na
populacdo e auséncia de equilibrio na proporcao de 1:1 de individuos dos dois morfos
(Sobrevila et al. 1983; Hamilton 1990; Barrett 1992; Richards & Koptur 1993).



Para espécies enantiostilicas, apenas Almeida e colaboradores (2013b) relatou a
ocorréncia de desvios ocorrentes em Chamaecrista flexuosa, que apresentou um terceiro
morfo (central) e auséncia da proporcao de 1:1 de morfos na populacédo, o que segundo o
autor trouxe mudancas na funcionalidade desse mecanismo, aumentando a amplitude de
captacdo do polen, pelo estigma, no corpo dos polinizadores. Sendo assim, presume-se

que é possivel a ocorréncia desses desvios para outras espécies enantiostilicas.

2.6 Polinizacao por vibracédo X Cassiinae

Cerca de 15.000 a 20.000 especies de Angiospermas apresentam flores com
anteras poricidas (Buchmann 1983). As familias Fabaceae (Cassiinae), Solanaceae,
Melastomataceae e Ochnaceae abrigam espécies com este tipo de deiscéncia e
geralmente ndo possuem nectarios (Buchmann 1983; Nadia & Machado 2005). Estas
espécies, denominadas flores de polen (Vogel 1978), sdo polinizadas exclusivamente por
abelhas fémeas (uma vez que os machos ndo utilizam este recurso), principalmente dos
géneros Xylocopa e Bombus, que vibram suas anteras através de um comportamento
chamado de polinizagdo por vibragdo ou “buzz - pollination”. Estes movimentos de
vibracdo sdo provocadas por contracGes da musculatura alar das abelhas, promovendo a
adesdo do polen a regido ventral do mesossoma dos visitantes, sendo posteriormente
transferido para a escopa (Buchmann 1983). Estudos mostram que a ocorréncia de forcas
eletrostaticas no momento da vibracdo favorece esta adesdo dos grdos ao corpo dos
polinizadores (Erickson 1975; Thorp 1979; Corbert et al. 1982; Erickson & Buchman
1983).

De acordo com o comportamento, as abelhas que visitam flores de pdlen séo
classificadas em trés categorias: vibradoras, representadas pelas abelhas que realmente
transmitem vibracGes para as anteras, promovendo a liberacdo do polen para poder
coletar poélen; mordedoras, representadas por abelhas que danificam as anteras,
mastigando-as, para coletar o pdlen; coletoras, representadas por aquelas abelhas que
recolhem o pdlen que se encontra na superficie da flor apos esta ter sido vibrada, e com a
subcategoria espremedoras (“milking”) (Wille 1963; Buchmann et al. 1977; Michener
1962; Bezerra & Machado 2003; Nadia & Machado 2005).

Nas espécies da subtribo Cassiinae, de maneira geral, e nos géneros
Chamaecrista Moench e Senna Mill., em especial, as flores apresentam anteras de
deiscéncia poricida, dependendo exclusivamente de abelhas capazes de vibrar os
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estames para a liberacdo do pdlen (Buchmann 1983; Gottsberger & Silberbauer -
Gottsberger 1988). De acordo com Westerkamp (2004), nestes géneros existe uma
separagdo do polen utilizado para polinizacdo daquele coletado pelas fémeas para
aprovisionamento larval, devido a presenca de anteras morfologicamente distintas. Estes
polinizadores sdo geralmente abelhas grandes, com alto grau de especializacdo (Forni-
Martins et al. 1998; Frankie et al. 1983) que conseguem “abracar” as pecas florais e
realizar vibragOes (Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988). Desta maneira, estas
abelhas especializadas, geralmente solitarias, possuem papel importante na manutencao

das espécies vegetais (Schlindwein 2000).

2.7 Visitantes florais em espécies de Cassiinae

Devido a ocorréncia marcante de flores de pdlen nas espécies representantes da
subtribo Cassiinae, estudos relatam a relacdo destas espécies com abelhas especialistas
capazes de vibrar suas anteras para a retirada dos grdos de pélen (Carvalho & Oliveira
2003; Ribeiro & Lovato 2004; Westerkamp 2004; Laporta 2005; Nascimento & Del-
Claro 2007; Torres 2009; Gomez et al. 2010; Oliveira-Reboucas & Gimenes 2011,
Almeida et al. 2013a; Almeida et al. 2013b).

Torres (2009) estudando a espécie Senna multijuga, observou espécies de abelhas
dos géneros Euglossa, Epicharis, Centris, Xylocopa, Melipona e Bombus visitando as
suas flores, onde a maioria das espécies com excecdo das dos géneros Euglossa,
Melipona e a espécie Xylocopa subcyanea, apresentaram-se como polinizadoras.

Outros estudos observaram que o comportamento do visitante (polinizador ou
pilhador) esté relacionado na maioria dos casos ao seu tamanho corporal, pois abelhas
pequenas no momento da visita devido ao seu tamanho, ndo contatam as estruturas
reprodutivas (Laporta 2005; Almeida 2012; Almeida et al. 2013a).

Nascimento e Del-Claro (2007) verificaram que espécies de abelhas de pequeno
porte como Paratrigona lineata, Trigona hyalinata, Tetragona clavipes, Hylaeus sp.,
Pseudaugochlora sp. e Psedaugochlora graminae apenas pilhavam poélen das flores de
Chamaecrista debilis enquanto Bombus morio, Eulaema nigrita, Centris (Melacentris),
Centris tarsata e Xylocopa muscaria, abelhas de grande porte, apresentaram-se como

polinizadoras.



Em estudo envolvendo as espécies Chamaecrista ramosa e C. flexuosa, Almeida
e colaboradores (2013a; b) verificaram que espécies do género Xylocopa foram os
principais polinizadoras e espécies do género Augochlora como pilhadoras.

Diversos estudos também relatam a ocorréncia de abelhas de grande porte como
polinizadoras de espécies de Cassiinae como, por exemplo, Chamaecrista debilis era
polinizada por Bombus morio, Centris tarsata e Centris (Melacentris), ja as espécies
Chamaecrista belemii, C. nictitans, C. pascuorum, C. cipoana,C. papillata e C.
racemosa foram todas visitadas por espécies do género Centris (Aguiar et al. 2003;
Nascimento 2006).

Para as espécies Senna sylvestris, S. macranthera e S. corymbosa predominam
como Vvisitantes espécies dos géneros Xylocopa, Bombus e Centris, abelhas de grande
porte (Carvalho & Oliveira 2003; Laporta 2005; Almeida 2012). Almeida (2012)
observou que o resultado da visita variou de polinizador para pilhador quando estas
abelhas apresentavam pequeno porte, sendo incapazes de exercer a transferéncia de
grdos de poélen de forma efetiva.

2.8 Sistemas reprodutivos na subtribo Cassiinae

Sdo poucos os trabalhos relacionados ao sistema reprodutivo das espécies da
subtribo Cassiinae. Segundo Arroyo (1981), mecanismos de autoincompatibilidade
gametofitica sdo comuns na subfamilia Caesalpinioideae. Devido ao tipo de estigma
umido, esse mecanismo foi inferido para espécies de Cassiinae (Owens & Lewis 1989).
Contudo, Arroyo (1981) afirma que o mecanismo de incompatibilidade proposto para a
subfamilia foi perdido por varios representantes herbaceos anuais do grupo, sendo mais
comum a ocorréncia em representantes de maior porte.

Para esse grupo a autoincompatibilidade gametofitica foi descrito como o mais
ocorrente (Arroyo 1981), porém alguns estudos vém reportando a ocorréncia de
mecanismos de incompatibilidade de acdo tardia (Seavey & Bawa 1986, Gibbs 1990,
Gibbs et al. 1999, Lewis & Gibbs 1999, Freitas & Oliveira 2002, Carvalho & Oliveira
2003, Rodriguez-Riano et al. 2004, Oliveira & Sigrist 2008, Pires & Freitas 2008; Leite
& Machado 2010). Ribeiro e Lovato (2004) sugerem que a mudanca do mecanismo de
autoincompatibilidade para o de autocompatibilidade em Cassiinae seria uma estratégia
para a ocupacao de novos habitats.

10



Estudos desenvolvidos com as espécies Senna corymbosa, S. multijuga e S.
australis, foi detectada autocompatibilidade (Silva et al. 2002; Ribeiro & Lovato 2004;
Laporta 2005). No entanto, Senna sylvestris, S. martiana e S. spectabilis mostraram-se
autoincompativeis (Carvalho & Oliveira 2003; Leite & Machado 2010). Um destaque
para a subtribo € a auséncia de agamospermia e autopolinizagdo espontanea em todas as
espécies estudadas (Silva et al. 2002; Carvalho & Oliveira 2003; Ribeiro & Lovato
2004; Laporta 2005; Leite & Machado 2010).

O género Chamaecrista também se mostra dependente dos polinizadores para a
formacéo de frutos. Andlises realizadas com as espécies C. devauxii var. latistipula, C.
devauxii var. graminea, C. keyensis, C. ramosa e C. flexuosa mostraram que todas séo
autocompativeis, mas ndo formam frutos por autopolinizacéo espontanea (Liu & Koptur
2003; Costa et al. 2007; Almeida et al. 2013a; Almeida et al. 2013b), diferindo do estudo
realizado por Urrutia e Hokche (2008) com as espécies C. nictitans e C. serpens que
mostraram-se autocompativeis, formando frutos espontaneamente.

Dulberger (1981) descreveu autocompatibilidade para as espécies Cassia
didymotrya e Cassia auriculata, que ndo formaram frutos por autopolinizacdo manual e
espontanea.

No geral, espécies representantes de Cassiinae apresentam sistemas reprodutivos
variando de complexos a simples com espécies auto-incompativeis de agdo tardia e
autocompativeis (Silva et al. 2002; Carvalho & Oliveira 2003; Liu & Koptur 2003;
Ribeiro & Lovato 2004; Laporta 2005; Costa et al. 2007; Urrutia & Hokche 2008; Leite
& Machado 2010; Almeida et al. 2013a, b).

2.9 Conclusdes

Espécies da subtribo Cassiinae apresentam um modo reprodutivo complexo, pela
presenca de mecanismo reprodutivo enantiostilia e da dependéncia de polinizadores
especializados para o sucesso reprodutivo (Almeida et al. 2013a), e em alguns casos pela
ocorréncia de mecanismos de incompatibilidade (Carvalho & Oliveira 2003; Leite &
Machado 2010). Sendo assim, estudos acerca da reproducdo dessas espécies sao
imprescindiveis para 0 maior conhecimento da enantiostilia e suas rela¢fes reprodutivas,

ndo so dos representantes deste grupo, mas tambeém de outras espécies enantiostilicas.
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Resumo

Na enantiostilia, as flores apresentam reciprocidade devido ao posicionamento do
estilete para direita ou esquerda. Um importante fator que favorece a polinizacdo
intermorfo é a isopletia. Espécies enantiostilicas monomorficas produzem flores direitas
e esquerdas no mesmo individuo, e podem apresentar dindmicas distintas na producéao
de morfos florais, caracterizando diferentes estratégias de reproducdo, as quais
aparentemente reduzem a geitonogamia. No presente estudo objetivou-se compreender a
dindmica de producdo de morfos florais em sete espécies e uma variedade
enantiostilicas de Senna e Chamaecrista em uma area de caatinga no nordeste do Brasil.
O ndmero diario de morfos florais produzido por individuo/espécie foi avaliado durante
sete dias consecutivos. Os individuos foram classificados em funcionalmente direitos
(FD), funcionalmente esquerdos (FE) e funcionalmente reciprocos (REC), foram
incluidos em categorias de repeticdo de 1 a 6. Todas as populacGes apresentaram-se
isopléticas no nimero diario e total de flores. Seis espécies apresentaram individuos FD,
FE e REC, e maior nimero de eventos nas categorias baixas de repeticdo. A isopletia é
esperada para espécies enantiostilicas, bem como a pequena producdo de flores, mas
ocorréncia de diferentes categorias funcionais nunca havia sido relatada. As diferentes
estratégias na dindmica de floragdo minimizam as taxas de geitonogamia e elevam a

Xenogamia em espécies enantiostilicas monomorficas.

Palavras-chave: categorias de repeticdo, enantiostilia monomdrfica, isopletia,

geitonogamia, xenogamia.
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Introducéo

A enantiostilia € um dimorfismo floral no qual dois tipos de flores (direitas-D e
esquerdas-E) diferem reciprocamente quanto ao posicionamento do estilete em relagéo
ao eixo floral (a direita ou a esquerda; Barrett 2002). Como o androceu ocupa posi¢do
oposta ao gineceu, tal reciprocidade resulta na deposicdo e na captacdo do polen dos
tipos florais (ou morfos florais) em locais diferentes do corpo do polinizador,
favorecendo a polinizacdo entre eles (Bahadur et al. 1990; Barrett 1992; Kohn et al.
1996; Barrett 2002). Os cruzamentos entre morfos florais sdo maximizados pela
geralmente observada proporcdo semelhante dos mesmos na populacdo (isopletia)
(Barrett 1992).

Um importante fator que influencia as taxas de cruzamentos entre flores D e E é
sua distribuicdo no individuo: se sdo produzidas em uma mesma planta (espécies
enantiostilicas monomdrficas) ou se um individuo produz apenas um morfo floral
(dimorficas; Barrett 2002). Devido a presenca dos dois morfos florais em um mesmo
individuo, a enantiostilia monomorfica é considerada uma estratégia que favorece a
geitonogamia (Barrett et al. 2000; Almeida et al. 2013a; Almeida et al. 2013b). Este
tipo de cruzamento pode levar a depressdo endogamica e a limitagcdo polinica (Lloyd
1992; Harder & Barrett 1995), uma vez que geneticamente é semelhante a autogamia
(Bawa 1974).

Algumas espécies enantiostilicas monomorficas possuem dindmicas de producéao
de morfos florais que aparentemente minimizam as chances de geitonogamia. Uma
delas é a separacdo temporal na producdo de morfos florais, na qual os individuos
produzem flores dos morfos D e E em dias diferentes, tornando-se funcionalmente
dimorficos. Nao havendo producao dos dois morfos no mesmo dia no mesmo individuo,
as chances de geitonogamia tornam-se minimas (Barrett et al. 2000). Outra estratégia é
a producao de um numero reduzido de flores por dia, geralmente de um mesmo morfo,
0 que favorece a polinizacédo entre individuos (Barrett et al. 2000; Tang & Huang 2005;
Almeida et al. 2013Db).

Os poucos estudos relacionados a producdo de morfos florais em espécies
enantiostilicas investigaram espécies monomarficas e registraram isopletia em espécies
da tribo Cassiinae da familia Fabaceae (Almeida et al. 2013a; Almeida et al. 2013b) e
de espécies de Pontederiaceae (Tang & Huang 2005). A isopletia € também uma

tendéncia observada em espécies que possuem outros tipos de hercogamia reciproca,
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tais como a heterostilia (Ree 1997; Pereira & Barbosa 2006; Lenza et al. 2008), a
flexistilia (Li et al. 2001) e a inversostilia (Pauw 2005). Ha ainda registros de
populacbes ndo isopléticas (ou anisopléticas) em espécies heterostilicas (Riveros et al.
1995; Pailler & Thompson 1997; Teixeira & Machado 2004; Pereira & Barbosa 2006),
sendo este desequilibrio atribuido a mecanismos de resposta a perturbacfes ambientais
(Sobrevila et al. 1983; Hamilton 1990; Barrett 1992; Richards & Koptur 1993; Barrett
2002). Até onde temos conhecimento, ndo existem registros de anisopletia em espécies
enantiostilicas. Contudo, Almeida e colaboradores (2013b), quando analisaram as flores
da espécie Chamaecrista flexuosa pelo parametro funcional,verificaram a auséncia de
isopletia, mas a analise morfoldgica mostrou o contrario.

A subtribo Cassiinae apresenta varias espécies enantiostilicas monomorficas nos
géneros Cassia L. (Dulberger 1981; Westerkamp 2004), Chamaecrista Moench.
(Fenster 1995; Costa et al. 2007; Dutra et al. 2009; Almeida et al. 2013a; Almeida et al.
2013b) e Senna Mill. (Carvalho & Oliveira 2003; Ribeiro & Lovato 2004; Laporta
2005), constituindo um interessante modelo para a investigagdo da dindmica de
producdo de morfos florais em espécies que possuem este mecanismo reprodutivo. Este
estudo tem como objetivo avaliar a dindmica na producdo de morfos florais em
populacbes de sete espécies e uma variedade enantiostilicas da subtribo Cassiinae.
Nossa hipdtese é de que as populacBes sdo isopléticas, mas podem adotar diferentes

dindmicas na producdo de morfos florais.

Material e métodos
Area de estudo

O estudo foi desenvolvido de janeiro de 2012 a marco de 2013 em uma area de
350 ha de caatinga no municipio de Petrolina, PE, nordeste do Brasil (09°19°36”S
40°32°51.2”W). A caatinga ¢ um ecossistema exclusivamente brasileiro classificado
como savana estépica arborizada (Teixeira 2001). O clima da regido e tropical
semiarido, Bswh’ segundo Koppen (Nascimento et al. 2003), com temperatura e
precipitacdo médias anuais de 26,3°C e 431 mm, respectivamente. A estacao seca ocorre

de maio a outubro e a chuvosa de novembro a abril (CPRM 2005).
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Espécies estudadas

Foram estudadas sete espécies e uma variedade enantiostilicas monomérficas de
Cassiinae: Chamaecrista amiciella (H.S.Irwin & Barneby) H.S.Irwin & Barneby (30
individuos; herbacea), C. calycioides (DC. ex Collad.) Greene (trés agrupamentos;
herbacea), C. repens (Vogel) H.S.Irwin & Barneby (15 individuos; herbacea); C.
serpens (L.) Greene, (trés agrupamentos; herbacea), Senna macranthera (DC. ex
Collad.) H.S.Irwin & Barneby (20 individuos; arbdrea), S. macranthera var. pudibunda
(Benth.) H.S.Irwin & Barneby (10 individuos; arborea), S. martiana (Benth.) H.S.Irwin
& Barneby (15 individuos; arbdrea) e S. spectabilis (DC.) H.S.Irwin & Barneby (10
individuos; arborea). Chamaecrista calycioides e C. serpens tiveram suas flores
contabilizadas por agrupamento porque nédo era possivel identificar os individuos, em
virtude do adensamento dos mesmos. O nimero de individuos ou agrupamentos floridos
na area e na época de estudo determinou o tamanho amostral para cada espécie.

Todas as espécies e a variedade estudadas possuem flores amarelas, zigomorfas,
com antese diurna de duragdo méaxima de 12h, apresentam apenas pélen como recurso e
sdo polinizadas por abelhas capazes de vibrar seus estames para a retirada do pdlen
(observacao pessoal).

Amostras das espécies Chamaecrista amiciella, C. calycioides, C. repens, C.
serpens, Senna macranthera, S. macranthera var. pudibunda, S. martiana e S.
spectabilis foram depositadas no Herbario Vale do Sdo Francisco (HVASF), sob os
respectivos numeros de tombo, 19.764, 20.285, 15.245, 13.228, 20.992, 20.966, 16.837
e 16.811.

Producéo de morfos florais

O numero de flores direitas (D) e esquerdas (E) abertas diariamente foi
determinado em campo durante sete dias consecutivos para todos 0s
individuos/agrupamentos de todas as espécies. Nesta ocasido foram contabilizadas todas
as flores abertas dos individuos. Devido ao fato das espécies terem antese muito curta e
haver, portanto, uma substituicdo rapida de flores, consideramos o periodo de sete dias
suficiente para amostrar satisfatoriamente a dindmica da producéo dos morfos florais. A
proporcao de flores D e E foi comparada no nivel populacional, considerando-se tanto a
producdo diaria quanto a producao total (acumulada) dos sete dias.
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De acordo com o numero de flores D e E, os individuos de C. amiciella, C.
repens, S. martiana, S. macranthera, S. macranthera var. pudibunda e S. spectabilis
foram classificados diariamente em (1) funcionalmente direitos (FD) quando
apresentavam apenas flores D, ou quando o nimero de flores D era mais que o dobro do
numero de flores E do individuo; (2) funcionalmente esquerdos (FE) quando obedeciam
ao critério anterior, mas levando-se em considera¢do o morfo esquerdo; (3) reciprocos
(REC) quando ndo se enquadravam nas condigdes supracitadas. Os individuos que ndo
produziram flores no dia analisado ndo foram enquadrados em nenhuma das categorias.
Os numeros de individuos incluidos nas trés categorias foram comparados entre si,
considerando-se tanto a producéo diaria quanto a producéo total dos sete dias.

Ao final dos sete dias, 0s individuos dessas espécies foram também enquadrados
em categorias de repeticdo de 1 a 6, representando o nimero de dias consecutivos em
gue permaneceram em uma mesma categoria funcional. As espécies C. calycioides e C.
serpens ndo foram incluidas nesta analise de classificacdo dos individuos, porque ndo
foi possivel identificar individuos nos agrupamentos.

Para comparar a proporcao de flores D e E no nivel populacional foram utilizados
os testes de qui-quadrado ou G (quando o numero de amostras ndo foi suportado pelo
qui-quadrado; Zar 1996). A comparacdo do numero de individuos incluidos nas
categorias funcionais foi realizada usando-se uma ANOVA (Zar 1996). Todas as

analises foram realizadas no programa BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007).

Resultados

O numero médio de flores produzidas diariamente e no total por individuo ao final
dos sete dias, e o total de flores das espécies estdo expressos na Tabela 1. Senna
macranthera var. pudibunda e Chamaecrista amiciella apresentaram a menor média
diéria de producdo por individuo (1,3), tendo a primeira a menor média total (9,5). J& S.
spectabilis apresentou a maior media (42 flores diarias e 293 no total).

Todas as espécies produziram nimero semelhante de flores D e E na populagéo,
considerando-se a producdo diéria e a produgdo acumulada (Figura 1A-H). Apenas a
variedade Senna macranthera var. pudibunda néo se apresentou isoplética nos quinto e
sexto dias de observacdo (Figura 1E).

Todas as espécies tiveram individuos classificados como FD, FE e REC quando a
producdo diéria e a produgdo total foram consideradas (Figura 2A-E), com excecéo de
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Senna spectabilis, que ndo teve individuos FE (Figura 2F). Houve variacdo entre
espécies em relacdo a proporgdo de individuos nas categorias funcionais exibidas
diariamente. Duas espécies apresentaram propor¢dao semelhante no ndmero de
individuos das trés categorias em todos os dias (Chamaecrista amiciella e S.
macranthera var. pudibunda; Figura 2A e D), duas apresentaram razdo equilibrada das
categorias FD e FE na maioria dos dias (C. repens e S. martiana; Figura 2B e E) e uma
(S. macranthera) apresentou propor¢des semelhantes dessas categorias em apenas dois
dias de observacdo (Figura 2C).

Todas as espécies, com excecdo de C. amiciella e S. macranthera var. pudibunda,
tiveram a categoria REC como a mais representativa em nimero de individuos em todos
os dias de analise (Figura 2A-F). Esta categoria também foi a mais bem representada
qguando se considerou o total acumulado em todas as espécies, sendo a Unica categoria
presente em C. repens, S. macranthera, S. martiana e S. spectabilis (Figura 2A-F).

A maior parte das espécies apresentou variacdo na repeticdo de categorias
funcionais ao longo do periodo de andlise (Figura 3A-F). Chamaecrista amiciella e S.
macranthera var. pudibunda ndo apresentaram individuos apenas nas categorias seis e
cinco, respectivamente (Figura 3A-D); C. repens e S. martiana ndo apresentaram
individuos nas categorias quatro e cinco (Figura 3B-E), S. macranthera ndo teve
representantes nas categorias trés e quatro (Figura 3C) e S. spectabilis ndo teve
representantes nas categorias trés, quatro e cinco, além de nao apresentar individuos
enquadrados em uma categoria apenas por um dia (Figura 3F).

Alguns individuos de C. amiciella, C. repens, S. macranthera e S. macranthera
var. pudibunda produziram flores de apenas um morfo em ao menos um dia.
Chamaecrista amiciella foi a espécie que apresentou maior nimero desses eventos, 122
(29% do total), sendo 57 E e 65 D; S. macranthera var. pudibunda apresentou 74
eventos (26,4% do total), sendo 36 E e 38 D, C. repens apresentou 7 (3,3%), sendo 5 E
e 2 D e S. macranthera apresentou 5 (1,9%), sendo 1 E e 4 D. Estes eventos ocorreram
em proporgdo equilibrada de morfos D e E em C. amiciella e S. macranthera var.

pudibunda quando se considerou a propor¢édo diaria destes individuos.

Discussao
A isopletia encontrada para as especies estudadas é uma tendéncia observada em
trabalhos relacionados a espécies enantiostilicas monomarficas (Jesson & Barrett 2003;
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Tang & Huang 2005; Almeida et al. 2013a, b) e dimdrficas (Ornduff 1974), espécies
heterostilicas (Riveros et al. 1995; Ree 1997; Pailler e Thompson 1997; Teixeira &
Machado 2004; Pereira & Barbosa 2006; Lenza et al. 2008) e inversostilicas (Pauw
2005). Na enantiostilia, flores direitas captam polen do lado direito e depositam pdlen
no lado esquerdo dos polinizadores, e em flores esquerdas ocorre o inverso (Bahadur et
al. 1990). Portanto, a proporcao equilibrada de flores D e E é necesséria para que ambos
0s grupos tenham chances semelhantes de receber pélen do morfo oposto (Gottsberger
& Silberbauer-Gottsberger 1988; Bahadur et al. 1990; Barrett 1992; Kohn et al. 1996;
Barrett 2002), j& que a funcionalidade do mecanismo reprodutivo estd baseada na
deposicao e captura de polen dos morfos florais em locais especificos dos polinizadores.

A producédo diaria em maior nimero de um dos morfos em alguns individuos,
fazendo com que sejam funcionalmente D ou E, pode representar a ocorréncia de um
novo mecanismo reprodutivo de espécies enantiostilicas monomorficas, ja que alguns
estudos apenas registraram a producdo exclusiva de flores D ou E em dias alternados
por individuos dessas espécies como estratégia reprodutiva (Barrett et al. 2000; Tang &
Huang 2005; Almeida et al. 2013b). Este mecanismo faz com que os individuos sejam
funcionalmente dimorficos e, portanto, reduzam as chances de geitonogamia. No
entanto, até onde sabemos, nao foi relatada que a producéo predominante de flores D ou
E por individuos de espécies enantiostilicas monomorficas pode apresentar-se
semelhante na diminuicdo da geitonogamia, apesar de ser menos eficiente do que a
estratégia de dimorfismo funcional acima relatada.

A proporgdo semelhante de individuos em cada categoria funcional quando se
considerou a producdo diaria de quatro espécies e uma variedade (C. amiciella e S.
macranthera var. pudibunda nas categorias FD, FE e REC, e C. repens, S. macranthera
e S. martiana nas categorias FD e FE) indica a existéncia de isopletia de categorias
funcionais, o0 que minimiza as chances de geitonogamia (Barrett 2002; Tang & Huang
2005). Tal equilibrio foi também observado quando se considerou a producado total de
flores, ja que a categoria REC ocorreu com maior frequéncia.

Os resultados acima descritos mostram que o0s individuos possuem uma
alternancia de categorias de funcionalidade ao longo dos dias, levando a um equilibrio
no numero de morfos produzidos ao final dos sete dias. A maior quantidade de
individuos nas categorias de repeticdo mais baixas (1-3) reforca essa afirmacao,

mostrando a curta permanéncia em uma mesma categoria e, portanto, variando em
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relacdo ao morfo predominantemente produzido diariamente (quando se considera um
periodo de sete dias). A selecdo de individuos que apresentam maior variacdo nas
categorias de funcionalidade é mais um fator que evidencia a importancia dos
cruzamentos entre individuos de espécies hercogamicas reciprocas.

A ocorréncia da categoria FD para a espécie S. spectabilis apresentou-se restrita
a um unico individuo, que pode estar utilizando uma estratégia diferenciada em relagdo
a outros individuos na sua populacdo. Neste sentido, pode-se admitir a possibilidade de
variacdo das estratégias em individuos da mesma espécie, sendo selecionados
diferentemente. Sendo possivel que, em outras populacbes, a categoria FD ocorra
juntamente com as categorias FE e REC.

O periodo de sete dias foi satisfatorio para a amostragem do nimero de flores D e
E, e de individuos nas categorias funcionais, pois nenhum individuo permaneceu em
uma categoria por mais de seis dias. Com isso, a determinacdo da dindmica na producéo
de flores e das estratégias utilizadas foi possivel para todas as espécies.

A predominéncia de individuos REC é benéfico para a reproducao da espécie. No
caso de haver reducdo ou perda de individuos FD e FE por eventos estocasticos ou
anomalias ligadas a individuos de um dos morfos, os individuos REC tem alguma
garantia de producdo de frutos e sementes, ja que contem os dois morfos florais. De
acordo com esta perspectiva, a existéncia de individuos REC é também vantajosa em
relacdo a espécies enantiostilicas dimorficas e heterostilicas, que produzem apenas um
morfo no individuo e dependem de individuos do morfo oposto para ter sucesso
reprodutivo. Podemos considerar, portanto, que espécies enantiostilicas monomorficas
possuem uma flexibilidade reprodutiva maior do que espécies enantiostilicas dimoérficas
e heterostilicas.

A producédo de um numero reduzido de flores diarias observada em trés espécies e
uma variedade estudadas € interpretada como outra estratégia que minimiza as chances
de geitonogamia em especies enantiostilicas monomorficas (Lloyd 1992; Harder &
Barrett 1995; Barrett 2002; Tang & Huang 2005). Produzindo poucas flores por dia,
essas espécies tenderiam a ser funcionalmente dimdrficas, ja que a possibilidade da
producdo de apenas um dos morfos forais seria elevada (Barrett et al. 2000). Esta
tendéncia foi também observada nas espécies enantiostilicas monomorficas C. flexuosa
(Almeida et al. 2013b), Monochoria korsakowii e M. vaginalis (Tang & Huang 2005).
Essas espécies produziram no maximo trés flores por individuo/dia, muitas vezes de
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apenas um morfo, similarmente ao observado para alguns individuos de C. amiciella, C.
repens, S. macranthera e S. macranthera var. pudibunda. E interessante notar que C.
amiciella e S. macranthera var. pudibunda apresentaram também o maior nimero de
categorias de repeticdo FD e FE. Isto indica que alguns individuos dessas espécies
tendem a produzir um Unico morfo, assemelhando-se morfologicamente e
funcionalmente a espécies dimorficas.

De forma preliminar, podemos sugerir como ocorreu uma possivel transicdo da
enantiostilia monomorfica para dimdrfica tendo como modelo este estudo. Apesar de
espécies enantiostilicas monomdrficas e dimorficas serem geneticamente distintas
(Jesson & Barrett 2002; Levin & Palmer 2007), a transi¢do da condicdo monomorfica
para a dimdrfica é bastante possivel. Isto porque espécies monomorficas tem a
capacidade de produzir os dois morfos, e para que elas se tornem dimorficas seria
necessario apenas que houvesse a fixa¢do de um dos morfos pelos individuos (Barrett et
al. 2000). Neste sentido, espécies monomorficas deram origem a dimorficas através da
fixacdo de morfos distintos em diferentes individuos, pela pressao seletiva em busca da
diminuicdo das taxas de geitonogamia e elevacdo da de xenogamia (Barrett et al. 2000).

Nossos resultados corroboram a idéia de que espécies hercogamicas reciprocas
tendem a apresentar a isopletia como forma da maximizagdo dos cruzamentos entre
morfos. Além disso, os dados mostram que a variagdao temporal na producgdo dos morfos
e 0 numero reduzido de flores produzidas diariamente sdo estratégias apresentadas por
espécies enantiostilicas monomorficas que podem maximizar as chances de polinizacdo
entre morfos e entre individuos, além de reduzir as chances de geitonogamia e de
autopolinizacdo, similarmente ao que ocorre com espécies enantiostilicas dimorficas e
espécies heterostilicas. Contudo, as espécies enantiostilicas monomorficas néo
apresentam a fragilidade ecoldgica descrita para espécies de outros tipos de hercogamia
reciproca, pois possuem a capacidade de expressao dos dois morfos florais no mesmo

individuo.
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Tabela 1. Media de flores (dp) produzidas por individuo e populacdes diariamente
e total, apds sete dias consecutivos em espécies enantiostilicas monomérficas em
uma area de caatinga no nordeste do Brasil. CA=Chamecrista amiciella; CC= C.
calycioides; CR=C. repens; CS=C. serpens; SM=S. macranthera; SMP=S.
macranthera var. pudibunda; SMT=S. martiana; SS=S. spectabilis. Ind./dia: média
da producdo diéria por individuo; Ind./total: média da producéo total por individuo;
Pop./dia média de flores produzidas por dia pela populacdo; Pop. total: producao

total da populacao.

CA cC Cs CR SMC SMP SMT SSP
Ind/dia 1,3 (£0,2) - - 9(x2,5) 3,7(x0,67) 1,3(¥0,25) 9,1 (¥25) 42 (3,1)
Ind./total 9,7 (+3,3) - - 64 (+25) 26,4 (x7,2) 9,5(27) 64 (x25) 293 (+144)

Pop./dia 42 (#6) 358 (+95) 900 (+87) 137 (+37) 38(x6,7) 26,5 (+6) 138 (+38) 420 (+31)

Pop./total 293 2506 6296 960 264 189 966 2935

38



"0y,

140 120 ‘g?
o
120 100
o
b >
g o ¥ i
< &
] X
T °
a 60
zZ S
60
40
v A
w & S FEE o §F § §
© S ¥ 2 3 & & A IS B S 2
< ~ [ S =S A4 & & é‘.- 5y o IS
20 S 0§ § S
Mlddnnms mamllhL
0 O nai
12dia 22dia 3%dia 42dia 5%dia 62dia 72dia Total 1edia 2°dia 3°dia 4%dia 5°dia 6%dia 7¢9dia Total
600 1600 '5"?
3 §
& 1400
500 o
1200
400
1000
ano 800
200 @
5 s &£ & 8 00 $ §
<« @ & ~ >
o Ly

100 ~

§ &
o < 3
maidnn

o ~

-

.9-3
2y
N
o 8
a
.

°
0,
-

1edia 2°dia 3°dia 4°dia 5°dia 6°dia 7°dia Total 1edia 2eodia 3%dia 4°dia 5°dia 6°dia 7°dia  Total
& »
160 K 1400 §
&
140 1200
420, 1000
100
800
80
600 -
60
& &
w & L 400 & &3?
a0 ~ ~ o o K (i3 o 5 o 5
F & Oy & g 3 & $ & F & ° &
N N D ; ? ? i >
S S N & o & o
"Adanih i .
0. nil @ mnmduliln
itdia 2tdia 3tdia 42dR Stdia Gtdia Tt Total 19dia 2°dia 3°dia 4°dia 5°dia 6°dia 79dia Total
600
o
o 3500 &
§ s
500 o 3000
400 2500
2000
300
1500
200 ¢
u & § 1000 A » A2 A <
S F ¢ & & £ S & & & & & F
' < & & QL ; ? & o S
> > \ S 5 o S <
I Wi il “N sl
0. u y MERLR 1
1%dia 2°dia 3°dia 4°dia 5°dia 6°dia 79dia Total 1edia 2®dia 3%dia 4°dia 5°dia 6%dia 7°dia Total

Figura 1. NGmero de flores direitas (D) [ e esquerdas (E) B produzidas na
populacdo diariamente e o total durante sete dias consecutivos por espécies
enantiostilicas monomorficas em uma area de caatinga no nordeste do Brasil. A)
Chamecrista amiciella; B) C. calycioides; C) C. repens; D) C. serpens; E) Senna
macranthera var. pudibunda; F) S. macranthera; G) S. martiana; H) S. spectabilis.
Teste qui quadrado com valores néo significativos < p=0,05.
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Figura 2. Numero de individuos classificados como funcionalmente direitos
(FD) L[], funcionalmente esquerdos (FE) [l e reciprocos (REC) | ,
diariamente e o total (acumulado) apos sete dias consecutivos, por espécies
enantiostilicas monomorficas em uma area de caatinga no nordeste do Brasil.
A) Chamaecrista amiciella; B) C. repens; C) Senna macranthera; D) S.

macranthera var. pudibunda; E) S. martiana; F) S. spectabilis
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Figura 3. Nimero de eventos de repeticdo das categorias funcionais funcionalmente
direitos (FD) [], funcionalmente esquerdos (FE) [ e reciprocos (REC) B o
espécies enantiostilicas monomoarficas em uma area de caatinga no nordeste do Brasil.
A) Chamaecrista amiciella; B) C. repens; C) Senna macranthera; D) S. macranthera
var. pudibunda; E) S. martiana; F) S. spectabilis.
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Capitulo 2

Mecanismos morfologicos e fisiologicos de
Incompatibilidade em espécies enantiostilicas

da subtribo Cassiinae
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Resumo

Os cruzamentos entre morfos florais de espécies enantiostilicas sdo viabilizados pela
deposicéo e captacao de polen dos morfos direito e esquerdo em locais opostos do corpo
dos polinizadores. Esta funcionalidade da enantiostilia é considerada um mecanismo
morfologico de incompatibilidade e constitui um importante fator promotor da
polinizacdo cruzada, ja que a menor parte das espécies enantiostilicas em Cassiinae
apresentam mecanismos fisioldgicos de auto-incompatibilidade e nenhuma apresenta
incompatibilidade intra-morfo. Apesar de existir este padrdo morfofisioldgico para a
enantiostilia, sabe-se que as espécies podem variar em relacdo a essas caracteristicas.
Este trabalho teve como objetivo investigar os mecanismos morfoldgicos e fisioldgicos
de incompatibilidade que atuam na autopolinizacdo e nos cruzamentos intra e
intermorfo de espécies enantiostilicas monomarficas. Foram escolhidas como modelo
sete espécies da subtribo Cassiinae (trés do género Senna Mill e quatro do género
Chamaecrista Moench) ocorrentes em uma éarea de caatinga e uma de restinga no
nordeste do Brasil. Foram investigados o comportamento dos visitantes florais, o padrao
de deposicdo (pelas anteras) e captacdo (pelo estigma) de pdlen no corpo dos
polinizadores e o sistema reprodutivo. Todos 0s visitantes agarraram-se as anteras e
exerceram movimentos vibratorios para a retirada do polen. Todas as espécies, exceto
Senna martiana e Chamaecrista repens, apresentaram o padrao de deposicédo e captacdo
de poélen descrita para espécies enantiostilicas. As espécies sdo autocompativeis, exceto
Senna macranthera var. pudibunda e S. martiana; esta Ultima aparentemente encontra-
se sob depressdo por endogamia. A compatibilidade intramorfo ocorreu para todas as
espécies. A auséncia de mecanismos fisiologicos de incompatibilidade mostra a
importancia da interacdo entre a morfologia floral e os polinizadores para a
funcionalidade da enantiostilia e 0 sucesso reprodutivo em espécies enantiostilicas

monomboérficas.

Palavras chave: Cruzamentos intra e intermorfo, enantiostilia, fluxo polinico,

mecanismos de incompatibilidade.
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Introducéo

O sucesso reprodutivo de espécies enantiostilicas depende da ocorréncia de
cruzamentos entre os morfos florais (intermorfo; Barrett 2002). E a morfologia floral
que faz com que a deposicdo (pelas anteras) e a captacdo (pelo estigma) de pdlen dos
morfos florais esquerdo (E) e direito (D) ocorram em locais opostos do corpo do
polinizador. Por esta razdo a transferéncia de polen ocorre apenas entre os morfos
florais reciprocos (Delgado e Souza 1997; Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 1988;
Westerkamp 2004). Este padrdo tem sido registrado em espécies enantiostilicas da
subtribo Cassiinae (Westerkamp 2004; Laporta 2005; Almeida et al. 2013a) e também
em espécies que possuem outros tipos de hercogamia reciproca, tais como a heterostilia,
a flexistilia e a inversostilia (Jesson e Barrett 2002; Pauw 2005)

Mecanismos de incompatibilidade sdo pouco comuns em espécies enantiostilicas
(Barrett 2002), mas ja foram relatados para espécies de Senna Mill. e Cassia L.
(Bahadur et al. 1979; Carvalho e Oliveira 2003; Torres 2009; Leite e Machado 2010). A
autoincompatibilidade é registrada na subfamilia Caesalpinioideae, grupo no qual as
Cassiinae (Cassia, Senna e Chamaecrista) estdo inseridas, especialmente em espécies
arboreas que possuem estigma umido (Arroyo 1981; Owens e Lewis 1989). Contudo,
esta incompatibilidade parece ndo ter ligacdo com a ocorréncia da enantiostilia, ja que
nestes estudos os cruzamentos foram realizados sem distingdo entre morfos florais
(Bahadur et al. 1979; Carvalho e Oliveira 2003; Leite e Machado, 2010).

N&o ha registros de impedimentos fisioldgicos dos cruzamentos intramorfo em
espécies enantiostilicas (Almeida et al. 2013a;b). Da mesma forma, ndo existem
registros de favorecimento de cruzamentos intermorfos, inversamente ao que é descrito
para a heterostilia, em que este tipo de incompatibilidade € considerado padrdo
(Ganders 1979; Web e Lloyd 1986; Barrett 2002; 2003). Sendo assim, mecanismos
morfolégicos de incompatibilidade em espécies enantiostilicas se tornam essenciais para
a ocorréncia de cruzamentos legitimos (entre morfos reciprocos), elevando as taxas de
xenogamia e reduzindo as de geitonogamia (Barrett 2002; Almeida 2013a).

Este trabalho teve como objetivo investigar os mecanismos morfolégicos e
fisiolégicos de incompatibilidade de espécies enantiostilicas monomorficas, tendo como
modelo espécies da subtribo Cassiinae. Nossas hipoteses sdo: 1) As espécies
enantiostilicas da subtribo Cassinae apresentam padrfes de deposicdo e captacdo de

polen ja descritos para outras espécies enantiostilicas, pela dependéncia da ocorréncia
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do intercruzamento; 2) Mecanismos fisioldégicos de auto-incompatibilidade e
incompatibilidade intramorfo sdo inexistentes nessas espécies, sendo o padrdo de
cruzamentos (intermorfo) determinado pela funcionalidade de mecanismos

morfologicos florais.

Material e métodos
Areas de estudo

O estudo foi desenvolvido em duas areas do nordeste do Brasil, em periodos
diferentes: entre maio e julho de 2011 e entre outubro de 2011 a abril de 2013. No
primeiro periodo os dados foram coletados em uma area de vegetacdo de restinga na
Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) Nossa Senhora do Oiteiro de
Maracaipe, municipio de Ipojuca, PE, nordeste do Brasil (08°31°48°” S e 35°01°05*” W).
A RPPN ocupa uma area de 76,2 ha, sendo 60,96 ha cobertos por vegetacdo de restinga
(Almeida Jr. et al. 2009). O clima é quente e umido (As’ Kdppen 1948). A precipitacao
pluviométrica média anual é de aproximadamente 2000 mm, com maior concentracao
de maio a julho; o periodo mais seco € de outubro a dezembro (SUDENE 1990; INMET
2005).

No segundo periodo o estudo foi desenvolvido em uma éarea de 350 ha de
caatinga no municipio de Petrolina, PE, nordeste do Brasil (09°19°36”’S 40°32°51.2”W).
A Caatinga é um ecossistema exclusivamente brasileiro classificado como savana
estépica arborizada (Teixeira 2001). O clima da regido ¢ tropical semidrido, Bswh’
segundo Koppen (Nascimento et al. 2003), com temperatura e precipitacdo médias
anuais de 26,3°C e 431 mm, respectivamente. A estacdo seca ocorre de maio a outubro e

as chuvas se distribuem entre os meses de novembro a abril (CPRM 2005).

Espécies estudadas

Foram estudadas sete espécies enantiostilicas monomorficas da subtribo
Cassiinae, sendo quatro do género Chamaecrista Moench. (Herbéceas) [Chamaecrista
amiciella (H.S.lIrwin e Barneby) H.S.Irwin e Barneby; C. calycioides (DC. ex Collad.)
Greene; C. repens (Vogel) H.S.Irwin e Barneby); C. rotundifolia (Pers.) Greene] e trés
do género Senna Mill. (Arbdreas) [Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S.Irwin e
Barneby; S. macranthera var. pudibunda (Benth.) H.S.Irwin e Barneby; S. martiana
(Benth.) H.S.Irwin and Barneby]. Todas possuem anteras poricidas que necessitam de
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vibracdo para liberacdo do polen. Apresentam antese diurna, variando de 6 a 12h de
duracdo, com estigmas e anteras funcionais no inicio da antese, podendo permanecer
abertas no dia seguinte, provavelmente exercendo funcdo atrativa. Chamaecrista

rotundifolia foi estudada na area de restinga, e as demais na area de caatinga.

Visitantes florais

O comportamento dos visitantes florais foi determinado por meio de
observagBes focais (12-20h de observacdo), quando foram classificados em
polinizadores (a0 entrar em contato com as estruturas reprodutivas) ou pilhadores
(quando ndo contataram ou contataram apenas uma das estruturas), bem como a
estratégia de coleta do pélen (vibradoras, mordedoras ou coletoras, sensu Wille 1963).

Os visitantes foram coletados e enviados a especialistas para identificacao.

Dinamica da transferéncia de gréos de polen

Para avaliar os locais de deposicdo de pélen nos visitantes florais, estes foram
capturados com potes de vidro de “boca” larga com algoddao embebido em acetato de
etila e observados sob estereomicroscopio logo apo6s 0s eventos de interacdo em ambos
os morfos, nas primeiras horas da manha. Para averiguar o local de contato do estigma
com o corpo das abelhas, foi colocado graxa na superficie estigmatica. Da mesma forma
os visitantes foram coletados imediatamente apds as polinizacdes e observados para

registro dos locais de deposicdo da substancia (adaptado de Almeida 2013a).

Sistema reprodutivo

Para investigar o sistema reprodutivo, foram realizadas a) autopolinizacdo
manual (flores direitas-D e esquerdas-E receberam pdlen das suas proprias anteras) b)
autopolinizacdo espontanea (botdes D e E em pré-antese foram ensacados); c)
polinizacdo cruzada (cruzamentos intramorfos DxD e EXE e intermorfos DXE e EXD.
As flores doadoras de pélen foram coletadas em agrupamentos distintos e distantes no
minimo 30 m das flores receptoras.

Para a espécie Senna martiana foram realizados outros dois experimentos nos
tratamentos de autopolinizacdo manual e polinizagdo cruzada intra e intermorfo,
previamente as poliniza¢cdes manuais: a) baixa vibracdo (o estigma foi contactado com
um diapasédo de 400Hz de freqliéncia; n=79) e b) alta vibracdo (o estigma foi contactado
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com barbeador elétrico portatil de frequéncia maior que 2000Hz; Gomez et al 2010;
n=88). A realizacdo de tratamentos do sistema reprodutivo exercendo vibragdo anterior
aos cruzamentos justifica-se pelo fato de que este procedimento pode favorecer a
formacéo de frutos, por ativar a receptividade estigmatica (Gomez et al. 2010).

Ap0s os tratamentos de autopolinizacdo manual e polinizacéo cruzada, as flores
foram ensacadas por todo periodo de antese. Para avaliacdo da formacéo de frutos por
polinizac&o natural, flores D e E foram deixadas expostas a a¢do dos visitantes florais.
Foi registrada a formacéo de frutos apds todos os tratamentos e o controle.

Para verificar semelhancas no numero de frutos formados por ambos 0s morfos
em todos os tratamentos, alem de comparar 0s resultados da polinizagdo natural com as
polinizagdes cruzadas inter e intramorfo, foram utilizados os testes qui-quadrado e G
qguando ndo suportado pelo primeiro, atraveés da ferramenta estatistica Bioestat 5.0
(Ayres et al., 2007).

Foram realizadas polinizagdes manuais para o acompanhamento do crescimento
de tubos polinicos ap6s as polinizagdes cruzadas intra e intermorfo. Os pistilos
polinizados foram mantidos em placas tipo gerbox contendo solucdo aquosa gelificada
de agar a 2% e fixados em FAA 70 em intervalos de 12 e 24 horas apds a polinizacdo
manual (n=10 flores por intervalo/tratamento). A observacdo dos tubos polinicos foi
realizada sob microscopio de fluorescéncia (adaptado de Martin, 1959).

Resultados
Visitantes florais

Todas as espécies foram visitadas apenas por abelhas. Chamaecrista amiciella,
C. calycioides e C. repens receberam visitas de Centris spl e Centris sp2, e Senna
macranthera, S. macranthera var. pudibunda e S. martiana de Xylocopa (Neoxylocopa)
cearensis, Xylocopa (Neoxylocopa) grisescens, Xylocopa (Neoxylocopa) sp. e de
Centris spl. Chamaecrista rotundifolia recebeu visitas apenas de Florilegus
(Euflorilegus) sp.

Todas as abelhas apresentaram comportamento de visita semelhante em todas as
espécies de planta, agarrando-se as anteras e exercendo movimentos vibratorios que
resultavam na liberacdo dos gréos de polen. Em Chamaecrista repens, Centris spl e
Centris sp2 utilizaram a peétala diferenciada como plataforma de pouso antes de

praticarem a vibragéo.
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As visitas as flores de Senna ocorreram nas primeiras horas da manha (por volta
das 05:00h), e cessaram no fim da tarde (17:00h aproximadamente). As visitas as
espécies de Chamaecrista iniciaram no mesmo horério, mas se estenderam apenas até o
inicio da tarde (por volta das 14:00h), ocasido em que as flores ja se encontravam

senescentes.

Dinamica da transferéncia de gréos de polen

A deposicdo e a captacdo de polen seguiram padrdo semelhante em todas as
especies: os graos de flores D e E foram depositados pelas anteras e capturados pelo
estigma em lados opostos no corpo do polinizador (Figuras 1A-G). As Unicas exce¢des
foram Chamaecrista repens e Senna martiana, cujo posicionamento das anteras de
ambos os morfos resultou na deposicdo do pdlen concomitantemente nos lados direito e
esquerdo do corpo (Figuras 1C e G).

Em Chamaecrista rotundifolia os grdos foram depositados na regido ventral e
dorsal do térax dos visitantes (proximo a cabeca), e também na regido ventral do
abdémen (Figura 1D). Nesta espécie o direcionamento dos grdos é realizado por um
arco formado pela pétala falcada e as trés pétalas vizinhas a ela quando a flor é visitada,
mudando sua conformacdo; portanto, a deposicdo de pélen é indireta, j& que ndo é
realizada pelas anteras. As anteras apresentam tamanhos distintos e diferenca no
direcionamento dos poros, sendo um grupo voltado para o centro da pétala falcada e
outro para o lado oposto ao estilete. Os vestigios de graxa no corpo dos polinizadores
foram encontrados em locais coincidentes aos da deposicao do pdlen (Figura 1D).

Chamaecrista calycioides apresentou uma arquitetura de pétalas curvadas que
possibilita o direcionamento dos graos de pélen das anteras de polinizacdo para a regido
dorsal-toracica (deposicado indireta), e as de alimentacdo liberam pélen na regido ventral
das abelhas (Figura 1B). Neste caso, ndo ocorre modificagdo da arquitetura floral
durante as visitas. Suas anteras apresentam o mesmo padrdo descrito para C.
rotundifolia.

Chamaecrista repens também apresenta o conjunto de pétalas curvadas que
direciona os graos ao dorso dos visitantes, na jun¢do do térax com o abdémen, sendo a
deposicéo realizada de forma indireta (Figura 1C). Ha dois grupos de anteras, um de
tamanho menor e centralizado (que deposita pélen no ventre das abelhas) e outro maior
formado por trés anteras, duas no lado oposto ao estilete e uma acompanhando a
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deflex@o do estilete (depositam polen no dorso das abelhas). Vestigios de graxa foram
encontrados nos mesmos locais da deposi¢do do pdlen, na regido dorsal dos visitantes.

Em C. amiciella a pétala diferenciada ocorre em forma de tubo, exercendo a
mesma func¢éo do conjunto de pétalas apresentado pelas outras espécies, e que deposita
0 poblen no dorso e no ventre dos visitantes (Figura 1A). A captacdo, verificada pelos
vestigios de graxa encontrados no corpo dos visitantes, foi realizada em local oposto ao
da deposicédo de polen.

Senna macranthera e S. macranthera var. pudibunda apresentaram dois grupos
de estames. O grupo localizado no centro da flor deposita pélen no ventre do visitante, e
aquele localizado inversamente ao estilete deposita na porcdo dorsal do abddmen. Os
estiletes de flores E deixaram vestigios de graxa no lado esquerdo dos visitantes, e os de
flores D no lado direito (Figura 1E e F). Da mesma forma, S. martiana apresenta dois
grupos de estames: no centro da flor, estames menores depositam polen no ventre dos
visitantes, enquanto em lados opostos, dois estames maiores depositam pélen de forma
indireta no dorso do polinizador proximo a regido da cabeca (Figura 1G). Como citado
anteriormente, 0s estames maiores desta espécie depositam pdlen nos dois lados do
corpo do polinizador, podendo doar pdlen para flores direitas e esquerdas sem
impedimentos morfoldgicos. A captacdo do pdlen obedeceu ao lado referente a cada
morfo: flores esquerdas capturam polen no lado esquerdo e flores direitas no lado

direito do corpo do polinizador, coincidindo com o local de deposi¢édo (Figura 1G).

Sistema reprodutivo
As espécies Chamaecrista amiciella, C. calycioides, C. repens, C. rotundifolia,
Senna macranthera e S. martiana formaram frutos em todos os tratamentos e na
polinizacdo natural, com excecdo da autopoliniza¢do espontanea, na qual nenhuma das
espécies estudadas apresentou formacdo de frutos (Tabela 1). O nimero de frutos
formados de ambos os morfos nos tratamentos ndo diferiram significativamente, bem
como quando comparado o nimero de frutos formados na polinizagdo natural e
cruzadas intra e intermorfo. A Unica excecdo estas espécies foi Chamaecrista
calycioides a qual apresentou diferencas significativas entre o ndmero de frutos
formados na polinizacdo natural e cruzadas intra (D x Dd — Q=17.621, GI=1,
p=<0.0001; E x Ee — G=19.403, Gl=1, p=<0.0001) e intermorfo (D x Ed - Q=10.093,
Gl=1, p=0.0038; E x De — G=10.647, GI=1, p=0.0033).
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Senna macranthera var. pudibunda ndo formou frutos na autopolinizacdo
manual. O nimero de frutos formados na polinizagdo natural e na polinizagdo cruzada
intramorfo diferiu significativamente (D x Dd - Q=17.621, Gl=1, p=<0.0001; E x EE —
Q=19.403, GI=1, p=<0.0001), assim como quando comparado o numero de frutos
formados na polinizagdo natural e da polinizacdo cruzada intermorfo (D x Ed —
G=13.593, Gl=1, p=0.0008; E x De — G=5.610, Gl=1, p=0.0398).

Flores esquerdas de S martiana ndo formaram frutos apd6s autopolinizagdo
manual. De maneira geral, o nimero de frutos formados foi baixo, grande parte
abortados. O uso das duas frequéncias de vibracdo também resultou na formacédo de
poucos frutos. Ndo houve diferenca significativa no nimero de frutos formados entre 0s
morfos D e E, nem nos experimentos de polinizagdes cruzadas intra e intermorfos para
todas as espécies (Tabela 1).

Em todas as espécies foram observados tubos polinicos crescendo em profusao
ap6s as polinizagbes cruzadas intra e intermorfo. Apdés 12h da realizacdo dos
cruzamentos, um grande numero de tubos ja havia atingido o ovario e penetrado os

ovulos em ambos os experimentos (Figura 2).

Discussao

As sete espécies estudadas corroboraram o padrdo descrito para espécies da
subtribo Cassiinae em relacdo ao tipo de polinizacdo, as quais de maneira geral
apresentam flores com anteras de deiscéncia poricida, dependendo exclusivamente de
abelhas capazes de vibrar os estames para a liberacdo do polen (Buchmann 1983;
Gottsberger e Silberbauer - Gottsberger 1988). Assim como foi aqui registrado, estas
abelhas apresentam grande porte, e em sua maioria pertencem aos géneros Xylocopa,
Centris e Bombus (Carvalho e Oliveira 2003; Westerkamp 2004; Laporta 2005; Del-
Claro e Nascimento 2007; Almeida 2012; Almeida et al. 2013a,b).

O pequeno numero de visitantes nas flores de todas as espécies ja foi registrado
em Senna corymbosa, que recebeu visitas, em um determinado periodo do ano, de
apenas duas espécies de abelhas (Laporta 2005). Este baixo nimero pode ser explicado
pelo alto nivel de especializacdo necessario para que as abelhas retirem os gréos de
polen das anteras poricidas (Buchmann 1983; Frankie et al. 1983; Gottsberger e
Silberbauer - Gottsberger 1988; Forni-Martins et al. 1998; Schlindwein 2000). Outros
estudos mostram maior ndmero de espécies de abelhas visitantes das flores de
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representantes da subtribo Cassiinae (Carvalho e Oliveira 2003; Del-Claro e
Nascimento 2007; Almeida 2012; Almeida et al. 2013a,b), contudo sdo abelhas ndo
especializadas e que atuam como pilhadoras de polen, o que ndo ocorreu no presente
estudo.

As diferencas morfoldgicas das anteras (tamanho, coloracdo e/ou de
posicionamento) ou de seus poros associadas a deposicdo de polen em locais distintos
do corpo do polinizador caracterizam a ocorréncia de heteranteria (Vallejo-Marin et al.
2009; Almeida et al. 2013a). Na heteranteria os estames apresentam divisdes nas
funcbGes de alimentacdo (cujo pdlen é destinado a alimentacdo das larvas) ou de
polinizagdo (cujo pdlen ndo pode ser removido pelas abelhas e é depositado, nesses
animais, no mesmo local de contato com o estigma). Trata-se de uma caracteristica
bastante difundida nas espécies da subtribo Cassiinae (Vogel 1978; Buchmann 1983;
Gottsberger e Silberbauer - Gottsberger 1988; Westerkamp 2004; Laporta 2005;
Almeida 2012; Almeida et al. 2013a). Acredita-se que as funcdes diferentes de anteras
em flores de pdlen sejam um resultado de pressGes seletivas favoraveis a uma limitacéo
ao acesso ao poélen por pilhadores ou por polinizadores pouco eficientes. Como
resultado, a coleta por abelhas especializadas é favorecida, uma vez que esses animais
sdo muito eficientes na tarefa de retirada dos gréos (Vogel 1978; Carvalho e Oliveira
2003).

O padrdo semelhante de deposicdo e captacdo de pdlen observado em
Chamaecrista amiciella, C. calycioides, C. rotundifolia, Senna macranthera e
S.macranthera var. pudibunda corrobora com o esperado para espécies enantiostilicas:
de maneira geral, ocorre deposicdo e captacdo do pélen em lados opostos do corpo dos
visitantes por flores dos morfos reciprocos (Bahadur et al. 1990; Barrett 2002). Espécies
enantiostilicas dos géneros Senna, Cassia e Chamaecrista também seguem este padrdo
(Westerkamp 2004; Laporta 2005; Almeida 2012; Almeida et al. 2013a), o que parece
viabilizar a enantiostilia por promover a diminuicdo das taxas de geitonogamia e
elevacdo das de xenogamia (Bahadur et al. 1990; Barrett 1992; Kohn et al. 1996;
Barrett 2002; Westerkamp 2004; Laporta 2005; Almeida et al. 2013a). A ocorréncia
deste padrdo mostra a existéncia de mecanismos morfoldgicos de incompatibilidade
intramorfo, ja que a morfologia floral impede que esses cruzamentos ocorram.

Senna martiana e Chamaecrista repens fugiram do padrdo enantiostilico,
depositando pélen em ambos os lados do corpo do polinizador. Pela auséncia de
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mecanismos morfologicos de incompatibilidade, o cruzamento intramorfo e
consequente elevacdo da geitonogamia passam a ocorrer naturalmente na populacéo,
podendo levar a depressdao endogamica e a limitagdo polinica nestas espécies (Lloyd
1992; Harder e Barrett 1995).

A deposicdo de pdlen de forma indireta exercida por pétalas e aqui observada
nas espécies do género Chamaecrista € bastante semelhante ao descrito para outras
espécies do género e para espécies de Cassia (Westerkamp 2004; Costa et al. 2007;
Dutra et al. 2009), sendo denominada de deposicdo por ricochete (Westerkamp 2004).
No entanto, em C. ramosa o movimento dos graos ¢ semelhante a um “looping”, pois
percorrem toda a extensdo adaxial das pétalas antes de serem depositados no dorso dos
polinizadores (Almeida et al. 2013a) diferindo do ricochete, no qual os graos se chocam
com pontos especificos das pétalas (Westerkamp 2004). Sendo assim, as espécies de
Chamaecrista aqui estudadas apresentam poélen depositado por “looping” no dorso dos
polinizadores. Em estudos com espécies do género Senna tem sido observado o
contrério: a deposicdo de polen feita de forma direta, o que foi verificado neste estudo
para S. macranthera e S. macranthera var. pudibunda. (Carvalho e Oliveira 2003;
Laporta 2005; Almeida 2012). Senna martiana aparece como excecao, ja que apresenta
deposicdo indireta de pdlen. No momento da visita as anteras chegam a tocar nas
pétalas, causando uma pequena depressdo no local de contato, a qual direciona os grdos
de pdlen ao dorso dos visitantes.

Nossos resultados confirmam a hipotese de que 0s mecanismos de
incompatibilidade na subfamilia Caesalpinioideae (na qual de Cassiinae esta inserida)
foram perdidos por varios representantes herbaceos anuais, sendo mais comum a
ocorréncia em representantes de maior porte (Arroyo 1981). As espécies herbaceas do
género Chamaecrista aqui estudadas sao autocompativeis, enquanto Senna macranthera
var. pudibunda e S. martiana, representantes arboreos, sao autoincompativeis. A auto-
incompatibilidade encontrada para estas especies parece nao estar relacionada a
ocorréncia da enantiostilia, e sim ao mecanismo de impedimento da autopolinizacao,
tendo em vista que nos cruzamentos intra e inter morfo ndo houve diferencas no numero
de frutos formados e no crescimento dos tubos polinicos. Contudo, em S. martiana a
enantiostilia atipica pode estar influenciando negativamente no seu sucesso reprodutivo,

pela fuga no padrao de deposicdo de pélen comentado anteriormente.
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Os mecanismos fisiologicos de incompatibilidade intramorfo ausente nas
espécies estudadas, confirmados pela chegada de tubos polinicos aos 6vulos e pela
formacdo de frutos apds polinizagdo cruzada intramorfo, corrobora outros estudos de
espeécies enantiostilicas, que ndo registraram diferencas no numero de frutos formados,
ndo sendo avaliado, no entanto, o crescimento dos tubos polinicos apds esses
cruzamentos (Almeida et al. 2013a,b).

A formagdo reduzida atipica de frutos em Senna martiana ja havia sido
observada por Leite e Machado (2010). As autoras descreveram um sistema de
incompatibilidade de acéo tardia, dado que ganha forca com o grande nimero de frutos
abortados em todos os tratamentos aqui registrados. A maioria dos frutos abortados
estava no inicio da formacdo, o que diferencia este sistema de incompatibilidade da
depressdo por endogamia (Seavey e Bawa 1986).

A auséncia de mecanismos fisiologicos de incompatibilidade intramorfo relatada
para espécies enantiostilicas foi comprovada com este estudo, diferindo do encontrado
para espécies heterostilicas (Ganders 1979; Web e Lloyd 1986; Barrett 2002; Barrett
2003). Os mecanismos morfologicos de incompatibilidade descritos para essas espécies
se tornam essenciais para a funcionalidade da enantiostilia. Sendo assim, entende-se que
espécies enantiostilicas da subtribo Cassiinae utilizam apenas da morfologia floral para
garantir o sucesso reprodutivo, elevando suas taxas de polinizagéo cruzada intermorfo e
reduzindo a autogamia, o0 que pode ser entendido como padrdo para espécies

enantiostilicas.
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Tabela 1. Resultados do sistema reprodutivo de sete espécies enantiostilicas da subtribo Cassiinae.
CA=C. amiciella; CC=C. calycioides; CREP=C. repens; CROT=C. rotundifolia; SMC=S. macranthera;
SMP=S. macranthera var. pudibunda; SMT=S. martiana; SMT#= S. martiana (vibracdo com diapasao);
SMT**=S. martiana (vibragdo com barbeador elétrico); PN=Polinizacdo Natural; AM=Autopolinizacédo
Manual; AE=Autopolinizacdo espontanea; PC INTRA=Polinizagdo Cruzada Intramorfo; PC
INTER=Polinizagéo Cruzada Intermorfo; Frutos/Flores/% sucesso; Teste qui-quadrado ou G <p=0,05.

PN AM AE PC INTRA PC INTER
D E D E D E *Dxd  *Exe  *Dxe  *Exd
CA 7123130 7/17/41  4/27/15  5/22/23  0/22 0/28  11/21/52  8/22/36  12/25/48  8/17/47

CREP 15/37/40 23/43/53 15/35/43 11/38/29  0/20 0/22 10/28/36  9/28/32  6/25/24  8/27/30
CROT 18/47/38 16/43/37  8/35/23  7/32/22 0/32 0/36 10/23/43  10/26/38  7/21/33  8/23/35

CcC 33/41/80 36/40/90 13/35/37  6/19/31 0/35 0/22 5/20/25  6/18/33  11/21/52  9/22/41
SMC 10/32/31 12/30/40  3/28/11  3/27/11 0/24 0/27 7/18/39  9/22/41  8/20/40  7/21/33
SMP 5/58/9  7/64/11 0/27/0 0/25 0/33 0/32 18/22/82 14/25/56  9/18/50  7/20/35
SMT 2/20/10  2/17/12 1/43/2 0/35 0/45 0/45 4/40/10 1/42/2 2/43/5 2/37/5
SMTH# - - 0/12 0/15 - - 1/10/10 0/10 0/15 1/17/6
SMT** - - 0/16 0/18 - - 1/12/8 1/13/8 2/14/14 1/15/7

*Doador x receptor.
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Figura 1. Locais de deposicdo e captacdo do polen. 1) deposicdo das
2) deposicgdo das anteras de alimentacdo; e 3) captacdo de polen no corpo dos polinizadores
de seis espécies enantiostilicas da subtribo Cassiinae. A) Chamaecrista amiciella; B) C.

calycioides; C) C. repens; D) C. rotundifolia; E) Senna macranthera; F) S. macranthera var.
61

anteras de polinizacao;

pudibunda; G) S. martiana.



Figura 2. Tubos polinicos provenientes de polinizacbes cruzadas

manuais intra e intermorfos penetrando em pistilos e 6vulos de espécies
enantiostilicas da subtribo Cassiinae. A) Senna martiana (Polinizacdo
Cruzada Intramorfo); B) S. macranthera (Polinizacdo Cruzada
Intramorfo); C) S. macranthera var. pudibunda (Polinizacdo Cruzada

Intermorfo); D) Chamaecrista repens (Polinizacdo Cruzada Intermorfo).
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Resumo

Espécies da subtribo Cassiinae (Cassia, Senna e Chamaecrista) apresentam
grande diversidade de tipos florais, mas esta diversidade ndo se reflete nos seus
mecanismos reprodutivos, representados principalmente pela enantiostilia e pela
heteranteria. Contudo, variacdes nestes mecanismos vem sendo relatadas para este
grupo, tais como tipo e local da deposicdo e captacdo do polen e anteras diferenciadas
por tamanho, coloragdo e posicionamento das anteras e poros. Este trabalho teve como
objetivo investigar a ocorréncia de diferentes padrées dos mecanismos reprodutivos da
enantiostilia e da heteranteria em espécies da subtribo Cassiinae, avaliando seus
caracteres morfoldgicos e funcionais. Os dados foram coletados em flores e botdes
frescos e fixados em alcool 70%, bem como por meio de fotografias e material
herborizado reidratado. Os parametros utilizados para o estabelecimento dos tipos
enantiostilicos foram tipo de polinizacdo (nototribica ou esternotribica), natureza da
deposicdo de polen pelas anteras no polinizador (reciproca ou generalizada), tipo de
deposicdo (direta ou indireta), nUmero de pétalas utilizadas na deposicdo de poélen
(nenhuma, Unica ou conjunto de pétalas) e conducdo do polen (nenhuma, ricochete ou
“looping”). Para determinar o tipo de heteranteria foram utilizados os seguintes
parametros das anteras: coloracdo, posicionamento, tamanho, posicionamento dos poros
e ocorréncia de afunilamento da porcdo apical. A analise de similaridade de tais
caracteristicas morfologicas e funcionais possibilitou o reconhecimento de sete tipos
enantiostilicos os quais, em parte, assemelham-se aos clados construidos a partir de
estudos filogenéticos. Todas as formas de heteranteria foram observadas nas espécies
analisadas. Para espéecies de Chamaecrista a forma posicionamento do poro (PP) foi a
mais ocorrente, e as espécies de Senna apresentaram, em sua maioria, a forma
posicionamento das anteras (PA). O reconhecimento dos diferentes tipos de enantiostilia
e sua relacdo com as formas de heteranteria é importante para o entendimento dos
mecanismos e estratégias reprodutivas deste grupo de plantas, podendo ser estendidos

as demais espécies enantiostilicas.

Palavras-chave: Deposicao e captacdo de polen, mecanismos reprodutivos,
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Introducéo

A subtribo Cassiinae, que comporta os géneros Cassia L., Chamaecrista Moench.
e Senna Mill., possui grande diversidade morfoldgica de flores (Irwin e Barneby, 1982;
Dulberger e Bawa, 1994; Tucker, 1996; Marazzi et al., 2006, 2007; Marazzi e Endress,
2008). Tal diversidade funciona como um mecanismo pré-zigético de incompatibilidade
que minimiza as chances de formacdo de hibridos em espécies sincronopétricas (Moyle
et al., 2004; Conceicdo et al., 2006; Costa et al., 2007), ja que flores de espécies
distintas podem atrair os mesmos grupos de polinizadores. Apesar da ocorréncia deste
amplo espectro de formas florais, 0 mecanismo reprodutivo da subtribo Cassiinae ndo
difere muito entre as espécies (Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger, 1988; Carvalho e
Oliveira, 2003; Ribeiro e Lovato, 2004; Westerkamp, 2004; Laporta, 2005; Urrutia e
Hokche, 2008; Almeida, 2012; Almeida et al., 2013a; Almeida et al., 2013b). As
diferencas ocorrem, aparentemente, nas estratégias relacionadas a enantiostilia
(Carvalho e Oliveira, 2003; Westerkamp, 2004; Almeida, 2012; Almeida et al., 2013a,
b).

A enantiostilia, caracterizada pela existéncia de dois morfos florais que diferem
entre si pelo deslocamento do gineceu em relacdo ao eixo floral, € muito frequente na
subtribo Cassiinae (Carvalho e Oliveira, 2003; Westerkamp, 2004; Gémez et al., 2011,
Almeida et al., 2013a; Almeida et al., 2013b), especialmente o tipo monomorfico
(individuos que produzem os dois morfos florais; Barrett, 2002). As variacOes
funcionais da enantiostilia monomdrfica resultantes da diversidade morfolégica de
flores deste grupo sdo relacionadas ao tipo de polinizacdo (nototribica ou
esternotribica), de deposicdo do pélen no corpo do polinizador (direta ou indireta) e nos
locais especificos ou ndo de deposicdo de polen (Carvalho e Oliveira, 2003;
Westerkamp, 2004; Laporta, 2005; Almeida et al., 2013a,b)

A heteranteria constitui outro aspecto que contribui para a diversidade
morfoldgica floral nas espécies da subtribo Cassiinae e que influencia a funcionalidade
da enantiostilia no grupo (Carvalho e Oliveira, 2003; Westerkamp, 2004; Gomez et al.,
2011; Almeida et al., 2013a, b). Espécies com heteranteria possuem flores que oferecem
polen como recompensa aos visitantes florais e dois grupos de estames com funcdes
distintas de alimentacdo e polinizacdo (Vogel, 1978). Estas diferentes fungdes podem
ser identificadas pelo posicionamento, forma e tamanho dos estames, coloragédo
diferenciada e posicionamento dos poros das anteras (Vallejo-Marin et al., 2009;
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Almeida et al., 2013a). Este mecanismo parece ter relagdes evolutivas com espécies
enantiostilicas que possuem flores de pélen sendo comum em espécies de Cassia, Senna
e Chamaecrista (Vogel, 1978; Buchmann, 1983; Gottsberger e Silberbauver -
Gottsberger, 1988; Westerkamp, 2004; Laporta, 2005; Almeida, 2012; Almeida et al.,
2013a). Além de possibilitar a deposicao de polen em locais especificos do corpo dos
polinizadores viabilizando a enantiostilia, a presenca de estames com diferentes funcoes
é fundamental para afastar o risco de limitacdo polinica (Vogel, 1978; Barrett, 2002;
Vallejo-Marin et al., 2009).

Caracteristicas florais tais como simetria, posicionamento dos elementos sexuais e
caracteristicas das pétalas podem constituir elementos importantes na delimitacdo de
grupos de espécies desta subtribo (Marazzi e Endress, 2008). As especies de
Chamaecrista e Senna passaram por um arranjo taxonémico realizado por Irwin e
Barneby (1982), onde os mesmos foram agrupados em secdes e séries. Contudo, estudos
mais atuais estdo promovendo rearranjos nestes txons, pela utilizacdo da biologia
molecular aliada a caracteres morfoldgicos (Marazzi et al. 2006; Conceicdo et al. 2009).

Este estudo tem como objetivo investigar padrdes morfo-funcionais relacionados
a enantiostilia e a heteranteria em espécies da subtribo Cassiinae. A nossa hipGtese é de
que essas espécies apresentam variacdes nesses padrdes, em virtude da alta diversidade

morfolégica encontrada nas suas flores.

Material e métodos
Espécies estudadas

Foram avaliadas 62 espécies (Tabela 1) por meio da observacdo de flores e
botGes em estado natural e fixados em alcool 70%, bem como fotografias e/ou material
herborizado do Herbéario do Vale do Sdo Francisco (HVASF). De todas as espécies
analisadas, 33 foram por meio de material fresco, fixado e fotografia, 16 por material
herborizado e fotografia e 13 por material herborizado. Quando necessario, na analise
por meio de material herborizado, flores foram reidratadas para melhor visualizagdo das
estruturas. Foram selecionadas sete espécies-modelo para a formacgdo dos grupos. Para
estas espécies foram coletados dados mais detalhados, tais como horério de antese e
comportamento dos visitantes florais para melhor descricdo dos padrfes da enantiostilia
(Almeida et al. 2013a, b; Almeida dados ndo publicados).
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Padrdes da enantiostilia

Para a delimitacdo de grupos enantiostilicos, foram utilizados cinco caracteres:
a) Tipo de polinizagdo - Deposicdo e captacdo do pdlen no dorso (nototribica) ou no
ventre do visitante (esternotribica);
b) Natureza da deposicdo - Deposicdo pelas anteras de polinizacdo no mesmo local do
contato com o estigma (generalizada) ou em local oposto (reciproca);
c) Tipo de deposicdo - Deposicdo realizada por meio do contato das anteras de
polinizacdo com os visitantes (direta) ou sem esse contato (indireta).
d) Ndmero de pétalas utilizadas na deposicéo - Deposicdo direta de polen pela antera
(nenhuma); uma pétala contacta o polinizador em local oposto ao do contato com o
estigma (Gnica); uma pétala ndo € suficiente para contactar o polinizador em local
oposto ao do contato com o estigma, sendo necessario o envolvimento de outra(s)
pétala(s) neste processo (conjunto).
e) Conducdo do polen - Deposicdo direta de pdlen pelas anteras de polinizacao
(nenhuma); deposicdo indireta na qual a distdncia entre 0os poros das anteras de
polinizacdo e o local da deposicdo é igual ao comprimento da pétala ou conjunto de
pétalas que auxiliam na polinizacdo, fazendo com que os grdos de pdlen permanecam
em contato com a (s) pétalas por mais tempo (“looping”; Almeida et al., 2013a); a area
de contato do pdlen com a pétala que auxilia na deposicdo & pontual (ricochete;

Westerkamp 2004; Almeida, dados ndo publicados).

Tipos de heteranteria
As espécies foram classificadas quanto a diferencas na coloracdo (CO),
posicionamento (PA), tamanho (TA), posicionamento dos poros das anteras (PP), bem

como ocorréncia de afunilamento da por¢édo apical das mesmas (AA).

Analises estatisticas
Para agrupar as espécies em tipos enantiostilicos, em tipos de heteranteria e para
verificar a relacdo entre essas duas caracteristicas foi realizada uma andlise de

similaridade de Jaccard utilizando a ferramenta estatistica PAST (Hammer et al., 2001).
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Resultados
Padrdes da enantiostilia

A analise de similaridade das caracteristicas morfolégicas e funcionais das flores
entre as especies permitiu a criacdo de sete tipos enantiostilicos, descritos a seguir
(Figura 1). As espécies-modelo para cada tipo tiveram seus epitetos especificos

utilizados para nomeé-los (Figura 2).

a) Tipo ramosa ou 1 (Chamaecrista ramosa) — Deposicao nototribica, reciproca, indireta
do tipo “looping”, realizada por um conjunto de pétalas (Figura 2A);

b) Tipo repens ou 2 (Chamaecrista repens) - Deposi¢do nototribica, generalizada,
indireta do tipo “looping”, realizada por um conjunto de pétalas (Figura 2B);

c) Tipo acosmifélia ou 3 (Chamaecrista acosmifolia var. acosmifolia) - Deposicdo
nototribica, reciproca, indireta do tipo “looping”, realizada por uma tnica pétala (Figura
2C);

d) Tipo macranthera ou 4 (Senna macranthera var. pudibunda) - Deposi¢do nototribica,
reciproca e direta (Figura 2D);

e) Tipo cana ou 5 (Senna cana)- Deposicao nototribica, generalizada e direta (Figura
2E);

f) Tipo martiana ou 6 (Senna martiana) - Deposicao nototribica, generalizada, indireta
do tipo ricochete, realizada por uma Unica pétala (Figura 2F);

g) Tipo flexuosa ou 7 (Chamaecrista flexuosa) - Deposicao esternotribica, generalizada
e direta (Figura 2G).

O tipo ramosa (1) foi o que teve maior nimero de espécies representantes (n=20,
32%, sendo 19 Chamaecrista e uma Senna), e o tipo cana (5) foi 0 menos representado,
com apenas duas espécies (3,2%) (Senna cana e S. lechriosperma; Figura 1). Os tipos
martiana (6), acosmifolia (3), repens (2), macranthera (4) e flexuosa (7) apresentaram 3
(5%), 13 (21%), 3 (5%), 12 (19,5%) e 6 (9,6%) espécies respectivamente. Os tipos
macranthera (4), cana (5) e martiana (6) foram representados apenas por espécies do
género Senna, e no tipo flexuosa (7) o género Chamaecrista foi representado apenas
pela espécie-modelo, Chamaecrista flexuosa (Figura 1).

As espécies Cassia fistula, Chamaecrista nictitans e Senna ocidentalis n&o
apresentaram enantiostilia.
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Houve maior afinidade entre os tipos ramosa (1) e repens (2), que apresentaram
em segunda ordem similaridade com o tipo acosmifélia (3, Figura 1). Dentre o0s tipos
mais comumente observados em Senna, os tipos 5 e 7 apresentaram-se com maior

similaridade (Figura 1).

Tipos de heteranteria

Todos os tipos de heteranteria foram observados nas espécies analisadas (Figura
3), sendo representado por apenas uma, duas ou até trés formas de visualizacdo da
heteranteria. A heteranteria por PP foi a mais frequente (25 espécies, 40% do total; 23
Chamaecrista e 2 Senna), seguida por PA (9 espécies, 14%; 9 Senna), igualmente ao
tipo TA-PA (9 espécies, 14% espécies; 1 Cassia, 2 Chamaecrista, 6 Senna ). Os tipos
TA, PA-AA e TA-PA-AA ocorreram em quatro espécies cada (8%) todas do género
Senna, sendo seguidos por TA-CO (3 espécies 4,5%; 3 Chamaecrista), TA-PP-AA (2,
espécies 3%; 2 Senna) e TA-PP (1 espécie, 1,5%; 1 Chamaecrista).

A espécie Chamaecrista flexuosa ndo apresentou heteranteria.

Tipos enantiostilicos x tipos de heteranteria

O grupo mais representado foi o que inclui o tipo enantiostilico ramosa (1) e
heteranteria PP (20 espécies, 32,25%), seguido pelo tipo acosmifolia (3) e heteranteria
PP (oito espécies, 13%) e pelo tipo macranthera (4) e heteranteria PA (cinco espécies,
8%) (Figura 4).

Discusséo

O reconhecimento de sete tipos enantiostilicos em espécies de Cassiinae aparece
como uma grande inovacdo nos estudos envolvendo a enantiostilia. Mesmo sendo
conhecido hd mais de um século, este mecanismo reprodutivo ainda encontra-se
relativamente desconhecido (Thorp e Estes, 1975; Jesson e Barrett, 2002), sendo a
diferenciacéo entre tipos realizada de forma generalizadora.

A enantiostilia é classificada como monomérfica e dimdrfica (quanto a existéncia
de morfos reciprocos em um Unico individuo ou em individuos distintos,
respectivamente). Na monomorfica sdo reconhecidos os tipos randémico (quando a
distribuicdo do morfos ocorre de forma aleatoria) e ndo randémico (quando esta

distribuicdo obedece a um padréo, Barrett, 2002). Outra forma de separagéo dos tipos de
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enantiostilia se baseia no posicionamento dos estames em relacdo ao deslocamento do
gineceu: reciprocas quando 0s estames encontram-se Opostos ao gineceu, e nédo
reciprocas quando isso ndo ocorre (Jesson e Barrett, 2003). Esta ultima classificagdo ndo
parece adequada, porque os morfos sdo funcionalmente reciprocos: o posicionamento
distinto dos poros das anteras, associado a deposicéo indireta de pélen com a utilizacao
das pétalas resulta na deposicdo de polen em locais opostos no corpo dos polinizadores
(Almeida et al. 2013a).

A formacdo de sete tipos enantiostilicos refletiu a diversidade morfologica
ocorrente nas espécies da subtribo Cassiinae, resultando em diferentes formas e locais
de deposicdo e captagdo do polen no corpo do polinizador (Irwin & Barneby, 1982;
Dulberger e Bawa, 1994; Tucker, 1996; Marazzi et al., 2006; Marazzi et al., 2007,
Marazzi e Endress, 2008; Almeida et al. 2013a; Almeida et al. 2013b). O resultado
desta diversidade levou ao reconhecimento de diferentes niveis de complexidade da
enantiostilia nas espécies estudadas.

O tipo ramosa mostrou a maior complexidade da enantiostilia e também o maior
nimero de espécies no total e dentro do género Chamaecrista, que compdem a maior
parte deste grupo (95%). Neste tipo existe a obrigatoriedade da deposicdo e captacdo do
poélen em lados opostos no dorso dos polinizadores através da deposicdo indireta do
polen, utilizando um conjunto de pétalas, o que foi verificado na espécie-modelo
(Almeida et al. 2013a). O tipo acosmifélia (3) pode ser considerado o segundo mais
complexo por apresentar 0s mesmos mecanismos do tipo ramosa, exceto a utilizacdo do
das pétalas na deposicdo do poélen; trata-se do Unico tipo encontrado tanto em
Chamaecrista como em Senna,. Com isso, pode-se atribuir para algumas espécies do
género Senna alto nivel de complexidade reprodutiva. Contudo, a maior parte das
espécies deste género agrupou-se em tipos enantiostilicos menos complexos, ou seja,
sem deposicdo indireta de pélen (Carvalho e Oliveira, 2003; Laporta, 2005; Almeida,
2012) ou, quando apresentam, é generalizada, ndo reciproca (Almeida, dados néo
publicados).

Os tipos repens (2), martiana (6) e flexuosa (7) ndo apresentaram deposi¢éo
reciproca de pdlen e, portanto, podem ser consideradas enantiostilicas atipicas, assim
como observado em Chamaecrista flexuosa (Almeida et al. 2013b). Nesta espécie, que
constitui o primeiro registro de enantiostilia atipica, a ocorréncia do desvio no padréo
enantiostilico esta relacionada a um aumento na area de captacao de pdlen no corpo dos
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polinizadores. Conseqlientemente, ha elevacdo da aptiddo reprodutiva da espécie, 0 que
pode estar ocorrendo com as espécies componentes dos grupos enantiostilicos
supracitados.

Comparando nossos resultados no agrupamento dos tipos enantiostilicos para as
especies de Chamaecrista com os que utilizaram dados morfoldgicos e moleculares para
agrupamento taxondmicos neste género (Irwin e Barneby 1982; Conceicéo et al. 2009),
encontramos semelhancas na formacdo dos clados. Na avaliagdo das se¢des propostas
por Irwin e Barneby (1982) representadas nos tipos enantiostilicos, encontramos um
padrdo semelhante de distribuicdo nos clados obtidos no estudo de Conceicdo e
colaboradores (2009), que utilizaram dados morfol6gicos e moleculares para formagéo
dos grupos propostos. No tipo ramosa (1) foram observadas espécies representantes das
secOes Chamaecrista, Xerocalyx, Caliciopsis, Absus, assemelhando-se ao clado “D”
construido pelos autores no estudo anterior, diferindo apenas pela presenca da secdo
Apoucoutia, representada por uma unica espécie. Da mesma forma, os clados “H” e “I”
assemelharam-se aos tipos enantiostilicos repens (2) e flexuosa (7) pela presenca de
espécies apenas da secdo Chamaecrista. O tipo acosmifolia (3) é representado apenas
por especies da se¢do Absus, sendo semelhante ao clado “C”, com exce¢ao de uma
espécie da secdo Grimaldia encontrado pelos autores neste clado. Contudo, 0s autores
sugerem que representantes da secdo Grimaldia migrem para a secdo Absus, 0 que
elevaria a semelhanca entre o tipo acosmifolia (3) e o clado “C”.

Similarmente ao observado para as espécies de Chamaecrista, 0s tipos
enantiostilicos com maior representatividade em Senna sdo semelhantes a clados
propostos em estudos a filogenia desse género (Marazzi et al. 2006). Algumas das
espécies de Senna ocorrentes no tipo acosmifolia (3) representaram parte do clado “III”
no estudo supracitado, particularmente nas espécies da secdo Perianisia (lrwin e
Barneby 1982). Da mesma forma, espécies do tipo macranthera (4) estdo representados
no clado “IVb” de Marazzi e colaboradores (2006), por espécies da segdo
Chamaefistula (Irwin e Barneby 1982). Os tipos cana (5) e flexuosa (7), assemelham-se
aos clados “V” e “I” (Marazzi et al. 2006) respectivamente, pela presenga de espécies
compartilhadas exclusivamente da se¢do Chamaefistula (Irwin e Barneby 1982). O tipo
martiana (6) apresentou-se semelhante ao clado “II” (Marazzi et al. 2006) pela partilha
de espécies da secdo Senna (Irwin e Barneby 1982).
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O caréater taxondmico pode estar atuando nas espécies de Chamaecrista e Senna
analisadas neste estudo, ja que apenas no tipo acosmifolia (3) espécies dos dois géneros
ocorrem em numero semelhante, sendo os demais tipos mais representados por espécies
de um dos géneros. Além disso, espécies ocorrentes nos tipos enantiostilicos
compartilham as mesmas secdes propostas por Irwin e Barneby (1982) para espécies de
Chamaecrista e Senna. Novos clados em novos estudos com os géneros Chamaecrista
(Conceicdo et al. 2009) e Senna (Marazzi et al. 2006), onde os autores propdem
modificagdes nos arranjos taxondmicos das espécies, também sdo compartilhados pelas
espécies do nosso estudo, o que evidencia a importancia do carater taxondmico no
reconhecimento da funcionalidade reprodutiva das espécies. Contudo, espécies de
diferentes tipos enantiostilicos podem ocorrem em diferentes géneros, secdes e clados,
demonstrando convergéncia adaptativa para espécies de Chamaecrista e Senna.

Os tipos de heteranteria aqui observadas ja foram descritas para espéecies dos
géneros Cassia, Chamaecrista e Senna, sendo elas coloracdo, posicionamento, tamanho
e posicionamento dos poros das anteras (Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger, 1988;
Carvalho e Oliveira, 2003; Ribeiro e Lovato, 2004; Westerkamp, 2004; Laporta, 2005;
Urutia e Hokche, 2008; Almeida, 2012; Almeida et al., 2013a; Almeida et al., 2013b).
Contudo, a ocorréncia de afunilamento da porcao apical das anteras (AA) como forma
de separacdo das fungdes das anteras ndo havia sido observada em outros estudos.

O novo modo de expressao da heteranteria aqui descrito (afunilamento das
anteras) ocorreu apenas em espécies de Senna, e tem como possivel funcionalidade
elevar a pressdo interior das anteras fazendo com que o jato de grdos de pélen atinja
maior velocidade e forca, o que favoreceria a adesdo e direcionamento dos gréos no
corpo dos polinizadores, evitando um efeito “ducha”, espalhando os graos em diversas
partes do corpo dos visitantes. Esta forma da heteranteria em Senna substitui a
utilizacdo das pétalas observada em Chamaecrista, as quais auxiliam a deposi¢do do
polen em locais especificos e um possivel aumento na velocidade do jato de gréos de
polen pelo efeito ricochete e “looping” ocorrente em representantes deste género (Todd,
1882; Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger, 1988; Westerkamp, 2004; Almeida et al.
2013a). O afunilamento das anteras é, portanto, um parametro importante para a
definicdo das fungdes das anteras, ja que anteras de alimentacdo ndo necessitam desta

modificacéo estrutural para desempenhar o papel de depositar pélen no animal visitante.
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A maior ocorréncia da forma posicionamento do poro (PP) em espécies de
Chamaecrista estad praticamente restrita a este grupo possivelmente pelo tamanho
reduzido das flores destas espécies quando comparadas a flores de espécies de Senna.
Neste caso, a diferenciacdo apenas pelo posicionamento dos poros permite o
posicionamento das anteras em um mesmo local, tornando-se visualmente mais atrativo
aos polinizadores. Esta forma de heteranteria foi proposta por Almeida e colaboradores
(2013a) em estudo envolvendo a espécie Chamaecrista ramosa, uma das espéecies
utilizadas como modelo neste estudo. Flores da maioria das espécies de Senna neste
estudo apresentaram grandes dimensdes, elevando sua atratividade visual. Com isso,
ndo h& necessidade da presenca de estames adensados para atracdo dos polinizadores,
sendo justificada a ocorréncia de heteranteria pelo posicionamento das anteras, o que ja
havia sido relatado em outros estudos envolvendo espécies deste género (Carvalho e
Oliveira, 2003; Laporta, 2005; Almeida, 2012).

A relacdo encontrada do tipo ramosa (1) com a heteranteria por posicionamento
do poro (PP) decorre da dependéncia de flores de espécies do género Chamaecrista com
esta forma de heteranteria para funcionamento da enantiostilia, ja discutida
anteriormente, assim como a relacéo entre os tipos que abrigam na sua maioria espéecies
de Senna e a heteranteria por posicionamento da antera (PA).

O reconhecimento dos diferentes tipos de enantiostilia e a relagdo com as formas
de heteranteria nas espécies da subtribo Cassiinae abre diversas possibilidades de
estudos envolvendo a funcionalidade dos mecanismos e estratégias reprodutivas deste
grupo de plantas, podendo ser estendidos as demais espécies, e demonstra a diversidade
de estratégias reprodutivas desenvolvidas por espécies enantiostilicas.
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Figura 2. Flores de espécies da subtribo Cassiinae representantes dos tipos de
enantiostilia. A) Chamaecrista ramosa (tipo ramosa); B) C. repens (tipo repens); C) C.
acosmifolia var. acosmifolia (tipo acosmifolia); D) Senna macranthera var. pudibunda
(tipo macranthera); E) S. cana (tipo cana); F) S. martiana (tipo martiana); G) C.

flexuosa (tipo flexuosa).
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Tabela 1. Espécies de Cassiinae, suas respectivas abreviacoes e a origem do material utilizado.

Espécies

Abreviagéo das espécies Origem do material

Voucher (HVASF)

Cassia fistula

Chamaecrista acosmifolia var. acosmifolia
Chamaecrista amiciella

Chamaecrista blanchetii

Chamaecrista brachystachya
Chamaecrista brevicalyx

Chamaecrista calycioides

Chamaecrista carobinha

Chamaecrista curvifolia

Chamaecrista desvauxii var. graminea
Chamaecrista desvauxii var. latifolia
Chamaecrista duckeana

Chamaecrista eitenorum

Chamaecrista fagonioides

Chamaecrista fagonioides var. macrocalyx
Chamaecrista flexuosa

Chamaecrista hispidula

Chamaecrista jacobinae

Chamaecrista linearis

Chamaecrista nictitans

Chamaecrista pascuorum

Chamaecrista ramosa

Chamaecrista repens

Chamaecrista rotundifolia var. grandiflora
Chamaecrista rotundifolia var. rotundifolia

Chamaecrista serpens var. serpens

Ca.fi
Ch.acvac
Ch.ami
Ch.bla
Ch.bra
Ch.bre
Ch.cal
Ch.car
Ch.cur
Ch.devgr
Ch.devla
Ch.duc
Ch.eit
Ch.fag
Ch.fagvma
Ch.fle
Ch.his
Ch.jac
Ch.lin
Ch.nic
Ch.pas
Ch.ram
Ch.rep
Ch.rotvgr
Ch.rotvro

Ch.sevse

fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
herborizado
herborizado/fotografia
herborizado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
herborizado/fotografia
herborizado
herborizado/fotografia
herborizado
herborizado
herborizado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
herborizado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
herborizado
herborizado/fotografia
herborizado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
herborizado
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia

fresco/fixado/fotografia

T.S. Oliveira 037, 05/10/2011

N.M. Almeida 522, 25/04/2013

N.M. Almeida 519, 10/04/2013
Marcondes Oliveira 4249, 28/05/2009
D.P. Souza 075, 18/12/2013

V.M. Cotarelli 1691, 12/04/2012
V.M. Cotarelli 1853, 19/06/2012

J. Paula-Souza 9975, 10/07/2009

F. Socolowski 156, 03/09/2012

J.A. Siqueira Filho 1813, 22/09/2006
Marcondes Oliveira 3605, 07/10/2008
J.R. Maciel 1008, 28/04/2009
Marcondes Oliveira 3606, 07/10/2008
Marcondes Oliveira 4614, 20/01/2010
J.A. Siqueira Filho 1763, 21/09/2006
Marcondes Oliveira 3607, 07/10/2008
Marcondes Oliveira 3424, 11/06/2008
Marcondes Oliveira 4657, 27/01/2010
V.M. Cotarelli 1486, 14/03/2012
V.M. Cotarelli 1581, 10/04/2012
Marcondes Oliveira 3508, 11/09/2008
C.R.S. Oliveira 129, 25/01/2012
V.M. Cotarelli 1563, 10/04/2012

J.A. Siqueira Filho 2373, 15/07/2010
N.M. Almeida 527, 26/04/2013

N.M. Almeida 509, 10/04/2013
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Chamaecrista sp1l.
Chamaecrista sp2.
Chamaecrista supplex

Chamaecrista tenuisepala

Chamaecrista zygophylloides var. colligans

Senna acuruensis

Senna acutisepala

Senna alata

Senna aversiflora

Senna bracteosa

Senna cana

Senna catingae

Senna cearensis

Senna gardneri

Senna georgica

Senna lechriosperma

Senna macranthera

Senna macranthera var. micans
Senna macranthera var. pudibunda
Senna macranthera var. striata
Senna martiana

Senna obtusifolia

Senna ocidentalis

Senna pendula

Senna quinquangulata

Senna rizzinii

Senna siameae

Senna silvestris

Senna spl.

Ch.spl
Ch.sp2
Ch.sup
Ch.ten
Ch.zyvco
Se.acu
Se.acu
Se.all
Se.ave
Se.bra
Se.can
Se.cat
Se.cea
Se.gar
Se.geo
Se.lec
Se.mac
Se.mavmi
Se.mavpu
Se.mavst
Se.mar
Se.obt
Se.oci
Se.pen
Se.qui
Se.riz
Se.sia
Se.sil

Se.sp

herborizado/fotografia
herborizado
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
herborizado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
herborizado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
herborizado
herborizado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
herborizado
herborizado
herborizado/fotografia
herborizado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
herborizado/fotografia
herborizado
fresco/fixado/fotografia
fresco/fixado/fotografia
herborizado/fotografia

fresco/fixado/fotografia

N.M. Almeida 529, 21/12/2011
N.M.P. Braga 118, 14/06/2012
N.M. Almeida 520, 11/04/2013
N.M. Almeida 516, 10/04/2013
V.D. Silva 078, 28/01/2009

A.C.P. Oliveira 1878, 08/11/2012

P.B. Schwartsburd 2425, 27/03/2011

N.M. Almeida 390, 12/12/2012

Marcondes Oliveira 3578, 12/09/2008

Marcondes Oliveira 4001, 27/04/2009

V.M. Cotarelli 786, 01/07/2011

A.C.P. Oliveira 2811, 10/07/2013

Marcondes Oliveira 4154, 25/05/2009

J.A. Siqueira Filho 2050, 26/05/2009

L.M. Nascimento 752, 17/11/2008
V.M. Cotarelli 1791, 05/06/2012
A.C.P. Oliveira 2500, 07/05/2013

N.M. Almeida 526, 25/04/2013

Marcondes Oliveira 2966, 19/07/2007

Marcondes Oliveira 3684, 11/10/2008

N.M. Almeida 269, 04/09/2012
N.M. Almeida 510, 10/04/2013
N.M. Almeida 443, 10/01/2013

F. Socolowski 127, 01/08/2012
L.M. Nascimento 675, 17/04/2008
N.M. Almeida 523, 25/04/2013
A.C.P. Oliveira 2339, 28/01/2013
D. Aradjo 690, 27/05/2009

Sem Voucher
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Se.spe

Senna spectabilis fresco/fixado/fotografia N.M. Almeida 373, 11/12/2012

Senna spectabilis var. excelsa Se.spvex herborizado N.M. Almeida 294, 19/11/2012
. . Se.splvgl ) ' .
Senna splendida var. gloriosa fresco/fixado/fotografia ~ J.V.A. Ferreira 067, 30/05/2011
. ) Se.splvsp ) ) .
Senna splendida var. splendida fresco/fixado/fotografia N.M. Almeida 525, 25/04/2013
Se.tra . . .
Senna trachypus fresco/fixado/fotografia N.M. Almeida 224, 29/08/2012
. Se.tro . -
Senna tropica herborizado Marcondes Oliveira 4750, 27/01/2010
. Se.uni ) . .
Senna uniflora fresco/fixado/fotografia V.M. Cotarelli 1627, 11/04/2012
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Bicarpellate gynoecium in enantiostylous
species of Senna Mill. (Fabaceae,
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Abstract

The evolution of the reproductive mechanisms found in Angiosperms is a result of
selective pressures favoring the production of fruits and seeds. Flowers of Senna species
have a broad morphological diversity; however no variations were reported in relation
to the presence of a unicarpellate gynoecium that is characteristic of this plant group.
This study records the occurrence of bicarpellate gynoecium in two enantiostylous
Senna species in an area of dry forest (Caatinga) in NE Brazil. The species produce
three floral types: left (L), right (R) and bicarpellate (B).The proportion of the three
floral morphs was similar in the populations of Senna macranthera var. micans, but the
number of B flowers in populations of S. trachypus was lower than that recorded for L
and R ones. The occurrence of this morphological variation may be related to an
enhancement of pollen caption and, in S. trachypus, also to the reduction of florivory by

caterpillars that were observed eating sexual elements of the flowers.

Key-words: reproductive fitness, pluricarpellate, Fabaceae

88



Introduction

The reproductive structures and strategies of flowering plants are interpreted as
being a result of selective pressures that favor their reproductive success (Barrett, 2002).
Pluricarpellate gynoecium is not common within the Fabaceae (Endress & Doyle 20009,
Prenner 2004), for example, and its occurrence may be interpreted as a strategy that
maximizes pollen capture by the stigma and the reproductive success (Paulino et al.
2013). Similarly, enantiostylous flowers (Carvalho & Oliveira, 2003; Laporta, 2005)
bearing a unicarpellate ginoecyum (Queiroz, 2009) are very common in Senna species
(Caesalpinoidae — Cassinae), but variations in the enantiostylous patterns are found in
the genus and seem to enhance reproductive assurance (Almeida et al. 2013).
Pluricarpellate gynoecium were recorded in Bauhinia and Ceratonia (Tucker 1988,
1992) and Caesalpinia and Cassia (Stergios & Aymard 2008), but not yet in Senna.
This study records the occurrence of a bicarpellate gynoecium in two monomorphic,

enantiostylous Senna species in an area of dry forest (‘Caatinga’) in NE Brazil.

Material and methods

Flowers of S. macranthera var. micans (five individuals, two populations) and of
Senna trachypus (eleven individuals, one population) were collected at the
municipalities of Mauriti and Brejo Santo (Ceara state, NE Brazil) and preserved in
alcohol 70%. For each species, it was recorded the number of left, right and bicarpellate
flowers, and this proportion was compared between floral morphs using the Chi-square
test (software BioEstat 5.0, Ayres et al., 2007).Samples of both species were deposited
at the HVASF (Vale do S&o Francisco Herbarium; 21488 for S. macranthera var.

micans and 16.792for Senna trachypus).

Results and discussion

The proportions of the three floral morphs in the population of S. macranthera
var. micans were similar (Table 1; Figure 1A-C), as well as those of R and L flowers of
Senna trachypus; bicarpellate flowers of this species occurred in a lower proportion than
when compared to the other floral morphs (Table 1; Figure 1D-F). The similar
proportions of floral morphs (including variant ones) had already been reporte din
Chamaecrista flexuosa, considered an atypical enatiostylous species (Almeida et al.
2013); the production of an equilibrated number of floral morphs within the population
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enhances its reproductive fitness. Similarly, it seems that the presence of two stigmas
maximizes pollen receipt of Senna species studied here.

The presence of two fruits in S. macranthera var. micans streng then the idea that
variations in patterns of reproductive features of plants are a result of selective pressures
favoring the reproductive success; flowers with bicarpellate gynoecium produce more
seeds (twice) than those bearing unicarpellate gynoecium. This data corroborates the
study of Paulino et al. (2013), which recorded double fruits in the bicarpellate Swartzia
dipetala.

It is important to note that the reproductive elements of Senna trachypus were
consumed by caterpillars. The higher production of pistils may be interpreted as a
strategy that compensates the losses caused by those herbivores, and also to satiate them
more efficiently, thus reducing the chances of attack to other flowers of the
population(Coley eKursar, 1996).However, studies that measure the impact of florivory

upon the reproductive biology of this species are needed to test this hypothesis.
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Table 1. Number of right, left and bicarpellate flowers of Senna trachypus and S.
macranthera var. micans in an area of Caatinga, NE Brazil. Different letters in the
same line indicate statistically different values (Qui-square test).

Species Floral morph

Left Right Bicarpellate
Senna trachypus (n=11) 72° 58 15°
S. macranthera var. micans (n=5) 32° 33" 28°
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Figure 1. Flowers of Senna macranthera var. micans and S. tracchypus bearing
bicarpellate gynoecium in an area of Caatinga, NE Brazil. A-C: Left, right and

bicarpellate flowers of Senna macranthera var. micans; D-F: Left, right and bicarpellate

flowers of Senna trachypus.
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8. Considerac0es finais

Os resultados encontrados nesta tese demonstram a importancia da realizacéo de
estudos relacionados a estratégias de floragcdo, reproducdo e morfologia funcional
em especies enantiostilicas, principalmente representantes da subtribo Cassiinae.
Mesmo sendo de conhecimento secular, a enantiostilia parece ainda apresentar varios
aspectos a serem estudados e consequentemente levando a novos achados.

Apesar das diferentes estratégias na dindmica de floracdo encontradas neste
estudo, pela grande diversidade de espécies e morfologia floral neste grupo, em
estudos futuros outras estratégias deverdo ser encontradas, além do entendimento dos
fatores que levam estas espécies a adotarem as mesmas. Contudo, o relatado neste
estudo acerca deste tema, como a adoc¢do da estratégia de producdo diferenciada de
flores dos morfos reciprocos por parte dos individuos e a alternancia nas categorias
de funcionalidade, adiciona grande conhecimento em &reas ainda ndo exploradas.

A adocdo de mecanismos de incompatibilidade morfoldgicos e nao fisioldgicos
pelas espécies estudadas, mostra a importancia da morfologia floral para a
reproducdo de espécies enantiostilicas e consequentemente dos estudos voltados para
a investigagdo funcional das distintas formas florais. Alguns estudos anteriores
voltaram os seus esforcos para andlises fisiol6gicas, deixando de lado experimentos
envolvendo as caracteristicas morfoldgicas tdo marcantes e decisivas
reprodutivamente das espécies enantiostilicas. A juncdo de testes envolvendo
caracteristicas fisiologicas como experimentos do sistema reprodutivo e migracao
dos tubos polinicos, com experimentos envolvendo a morfologia floral, realizados
neste estudo, trazem informacbes valiosas da funcionalidade dos mecanismos
reprodutivos utilizados pelas plantas.

Ficou evidente neste estudo que o modelo estabelecido e divulgado da
enantiostilia pode sofrer grandes variacOes, especialmente em um grupo téo
diversificado como os das Cassiinae. O entendimento ja relatado da enantiostilia
como elevadora tas taxas de xenogamia e redutora das taxas de autogamia e
geitonogamia foi confirmado neste estudo, mas podem-se visualizar pelos tipos de
enantiostilia propostos os diferentes meios encontrados pelas espécies para alcancar

esta funcionalidade.
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Por ter enveredado por diferentes aspectos dos estudos acerca das espécies
enantiostilicas, esta tese trouxe informacgdes relevantes dos diferentes temas
abordados, auxiliando no preenchimento de grandes lacunas existentes no
conhecimento dos mecanismos de reproducdo singulares de representantes da

subtribo Cassiinae e de espécies enantiostilicas.
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9. Anexos

9.1 Normas para publicacédo no periodico Plant Biology

Authors are encouraged to provide additional information as supplementary material
that will be accessible online. Please identify the supplementary material as such in the
manuscript.

Submission of Manuscripts

Please submit your manuscript online at http://mc.manuscriptcentral.com/plabio (Plant
Biology no longer accepts submissions made by post or e-mail).

To submit a manuscript through ScholarOne Manuscripts, please follow these
instructions:

1. If you do not yet have an account, click on 'Create Account'. You will then be sent a
password by e-mail. If you already have an account, enter your user ID and password
and click on 'Log In'. (Note: if necessary you can change your password under 'Edit My
Account'.)

2. On the welcome page, click on 'Corresponding Author Center".

3. You then reach the 'Author Center Dashboard’, click on the star icon for manuscript
submission.

4. Follow the steps 1-7 until manuscript submission is completed. The main document
including title, abstract, key words (MS Word file), tables (MS Word files) and figures
(*.eps, *.tif or *.jpg files) are loaded onto the system as individual files. (Note: you may
also interrupt the online submission and continue at a later time.)

5. Submission of your manuscript will be confirmed by an e-mail that will give you the
‘Manuscript ID Number'. Please refer to this number in all correspondence with the
editorial office. Should you encounter difficulties submitting a manuscript to
ScholarOne Manuscripts, please contact the editorial office by e-mail at
annette.schlierenkamp@ctp.uni-freiburg.de or by telephone ++49(0)761/203-8300.
Help is also available on the introductory page of ScholarOne Manuscripts in the form
of an 'Online User's Guide'. To access the guide, click on 'Get Help Now' in the top

right-hand corner.
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Online production tracking is now available for your article through Wiley-
Blackwell's Author Services

Author Services enables authors to track their article - once it has been accepted -
through the production process to publication online and in print. Authors can check the
status of their articles online and choose to receive automated e-mails at key stages of
production. The author will receive an e-mail with a unique link that enables them to
register and have their article automatically added to the system. Please ensure that a
complete e-mail address is provided when submitting the manuscript. Visit

http://authorservices.wiley.com/bauthor/ for more details on online production tracking

and for a wealth of resources including FAQs and tips on article preparation,
submission and more.

Conditions for Publication

Please note that Word 2007 is not yet compatible with journal production systems.
Unfortunately, the journal cannot accept Microsoft Word 2007 documents until such
time as a stable production version is released. Please use Word's 'Save As' option
therefore to save your document as an older (.doc) file type.

Research papers may be submitted that have not been published previously, even as a
summary. Concise presentation is required. Although the non-specialist reader should
be kept in mind when abstracts, introductions and discussions are written, lengthy
review type introductions and speculative discussions should be avoided. Experimental
methods should be explained in detail except for standard procedures. Diffuse and
repetitive style should be avoided. Illustrations and tables should be limited to the truly
essential material.

Plant Biology preferentially publishes short research papers (five printed pages
maximum) that will be reviewed with high priority. Concise review articles that
synthesize the state of the art in an original way are highly desirable for this journal.
Acute views contributions should contain brief comments on an actual problem.

NEW: Pre-submission English-language editing

Authors for whom English is a second language may choose to have their manuscripts
professionally edited before submission to improve the English. A list of independent
suppliers of editing services can be found at
www.blackwellpublishing.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for
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and arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee
acceptance or preference for publication.

Length of Papers

Papers should not exceed 8 printed pages or 9,000 words. One printed page in the
journal (without figures and tables, with about 3 subheads and paragraphs) usually
contains roughly 6200 characters. The number of figures plus tables should not exceed
9. Appendices will be published as Supporting Information rather than in the main text.
References: About 40 to 50 references usually fill one printed page.

Arrangement Research papers

Title page: The first page of each paper should indicate: The title, the author's names
and affiliations, a short title for use as running head, the name, address, e-mail address,
phone and fax number of the corresponding author, and 3 to 7 keywords. Abbreviation:
List with abbreviations where appropriate. Abstract: Abstracts must not exceed 250
words. The following sections cover the usual contents: Introduction, Materials and
Methods, Results, Discussion, Acknowledgements, References (see below), Tables (see
below), Figure legends (see below), Illustrations (see below). In Materials and Methods,
Results and Discussion subheadings are possible. If an author chooses to combine
sections Results and Discussion, an additional section Conclusions can be added, but
this must be brief.

Concise review articles

Choose subheadings as appropriate but do not use a numbering system. Title page, Key
words, Abstract and other items as for full length papers.

Tables

Tables must be serially numbered in Arabic numerals and each must carry a brief
descriptive heading. Tables reproduced from other publications must state their precise
source. Only signs that can be typeset should be used in the tables and legends. Please
provide Tables in Word and include them at the end of the manuscript after the
References, each on a separate page. Refrain from using both tables and graphs to
demonstrate the same results.

Figures and Graphics

Electronic artwork It is essential that all artwork is provided in electronic format. Please
save vector graphics (e.g. line artwork) in Encapsulated Post-script (EPS) format and
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bitmap files (e.g. half-tones) in Tagged Image Format (TIFF). Detailed information on
our digital illustration standards is available at
http://www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp. Please do not embed any

tables and/or figures in the text document. If you should encounter difficulties upon
submitting figures and graphics, please contact the editorial office by e-mail under
annette.schlierenkamp@ctp.uni-freiburg.de or by telephone under ++ 49/(0)761/203-
8300.

Colour illustrations: Authors are required to cover the cost of colour printing.
Therefore, please note that if there is colour artwork in your manuscript when it is
accepted for publication, Blackwell Publishing require you to complete and return a
colour work agreement form before your paper can be published. Colour printing costs
€300 per article + VAT. Please supply colour work as eps, tiff or jpg files.The colour
work form can be downloaded as a PDF from the internet. [To download PDF files you
must have Acrobat Reader installed on your computer. If you do not have this program,
this is available as a free download from the following web address:
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. The web address for the form
is http://www.blackwellpublishing.com/pdf/PLB_CWAF.pdf.

References

The list of references must include all (but no additional) references quoted. Arrange
references alphabetically according to author name, not chronologically. The name of
the journals containing the cited papers should be given in full. Each article reference
should be given as in the following example: Alfano, J.R. and Collmer, A. (2004) Type
Il secretion system effector proteins: double agents in bacterial disease and plant
defence. Annual Review Phytopathology. 42, 385-414. Books or other non-serial
publications which are quoted in the references must be cited as follows: Han, J. and
Kamber, M. (2001) Data Mining: Concepts and Techniques, 1st edn. Morgan
Kaufmann Publishers, San Francisco. Platt T., Sathyendranath S. (1995) Latitude as a
primary factor in the calculation of primary

production. In: H.R. Skoldahl, C. Hopkins, K.E. Erikstad & H.P. Leinaas (Eds).
Ecology of Fjords and Coastal Waters. Elsevier, Amsterdam: 3-25. Articles not yet
published may only be cited if they have definitely been accepted for publication. They
must be denoted by the expression 'in press'. We recommend the use of a tool such as

EndNote or Reference Manager for reference management and formatting.

98


http://www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp

Units

Plant Biology will follow the system of Sl units (Systeme International d'Unites).
Within a given paper chosen units must be uniform.

Abbreviation

Note that common abbreviations can be used without explanation. Others must be
explained. In case of doubt always give an explanation. Use FW = fresh weight and DW
= dry weight.

Scientific Names

Scientific names should be cited in their complete form when first mentioned with
genus - species - authority - cultivar (cv.) or subspecies (ssp.) where appropriate. Latin
names should be underlinedor typed in italics. Subsequently the generic names should
be abbreviated, but avoid confusion: e.g.use A. comosus if the only genus with a first
fetter A in your paper is Ananas; but use unambiguous abbreviations if you have more
than one genus with the same first letter, e.g. Ananas comosus, Aechmea nudicaulis =
A. comosus, Ae. nudicaulis, etc. Common names of organisms must be accompanied by
the correct scientific name when first mentioned. For rare or exotic genera it may be
useful to give the name of the family and/or higher taxon in brackets when first

mentioned.

9.2 Normas para publicacdo no periddico Oikos

Manuscripts should be submitted as one single pdf-file with tables and figures
included. Upon acceptance the manuscript should be provided in Microsoft Word, Rich
Text Format or Post Script format with high resolution figures included. Oikos does not
yet accept manuscripts in Microsoft Word 2007 format.

Language. Manuscripts should be in English. Linguistic usage should be correct. Avoid
the use of the passive voice. Avoid extensive reviews in the Introduction and
Discussion. Cite only essential sources of a theory or opinion.

Title. The title should be brief and contain words useful for indexing and information
retrieval.

Text. The first page should contain only the title and the author's name, address, fax and
email-address. Page two contains the abstract, in which the main results of the work
should be summarized. The abstract should not contain more than 300 words. Begin the
introduction on page three. Avoid right margin justification and hyphenation. Double-
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check the contents of your manuscript before submitting. Only printer' mistakes in
proofs will be changed free of charge. Oikos do not print symbols or formulas in italics.
Illustrations. Tables and legends of illustrations should be written double-spaced on
separate sheets. Do not incorporate the legend in the figure itself. Tables and
illustrations should be comprehensible without reference to the text. Do not use italic
lettering. Figures should be planned to appear with a maximum final width of 8 cm
(single-column), 12.5 cm (1.5 column) or 16.6 cm (double-column). The font used in
figures should be either Helvetica or Arial. Letters, numbers and symbols must appear
clearly but not oversized. A suitable final size for lettering is 1-2 mm at reproduction
size. One uniform size throughout is generally recommended. Avoid complicated
symbols or patterns. Use open and closed circles, squares and triangles; open, striped
and closed bars in histograms. Each figure should be boxed in and scale marks (turning
inwards) provided. Lines should be clear, but not thick and heavy. Plan your
illustrations for the smallest size possible (one column). Be sure that the lettering is
clear and readable, even if the figure is de-sized. Colour plates may be included at the
author's expense.

Units. Use Sl units as far as possible.

Nomenclature. Binomial Latin names should be used in accordance with International

Rules of Nomenclature.
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References. In the list of references (double-spaced), the following usage should be
conformed to: Journal Haila, Y. and Jéarvinen, O. 1983. Land bird communities on a
Finnish island: species impoverishment and abundance patterns. - Oikos 41: 255-273. If
more than two authors: Lindsay, A. et al. 2000. Are plant populations seed-limited? A
review of seed sowing experiments. - Oikos 88: 225-238.

Book Mayr, E. 1963. Animal species and evolution. - Harvard Univ. Press. Chapter
Goodall, D. W. 1972. Building and testing ecosystem models. - In: Jeffers, J. N. R.
(ed.), Mathematical models in ecology. Blackwell, pp. 173-194. In the text references
are given: Mayr (1963) or, at the end of a sentence, (Mayr 1963). Titles of journals
should be abbreviated following Biological Abstracts. If in doubt, give the title in full.
Do not refer to unpublished material. The list of references should be arranged
alphabetically on authors' names and chronologically per author. If the author's name is
is also mentioned with co-authors the following order should be used: publications of
the single author, arranged chronologically - publications of the same author with one
co-author, arranged chronologically - publications of the author with more than one co-
author, arranged chronologically. Publications by the same author(s) in the same year
shoul be listed as 2004a, 2004b, etc. Reference lists not conforming to this format will
be returned for revision. Excessive use of references casuses unnecessary long articles.
To avoid excessive use of references, use only the most relevant. As a rule, avoid using
more than 50 references in a regular research paper. Acknowledgements. Keep them
short. Appendices. Long appendices may be posted on the journals homepage.

Authors are recommended to follow the guidelines set out in: O'Connor, M. 1991.
Writing successfully in science. - Harper Collins Academic, London, and to examine
the latest issues of Oikos. Manuscripts not conforming to the requirements will be
returned for revision.

9.3 Normas para publicacéo no peridédico American Journal of Botany

Submission process

Submit your manuscript via the online submission and review system, Editorial

Manager, at http://ajb.edmgr.com. First-time users need to register for an account at this

URL using their active e-mail addresses. The same Username and Password created on
Editorial Manager are used to log in as an author or as a reviewer. [If there are any
difficulties in the login or submission process, contact the Editorial Office at
ajo@botany.org for assistance.]
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There is a mandatory charge for more than five changes made on proofs resulting from

mistakes made by the author(s). Author(s) who require a figure replacement in the e-
galleys stage, unless the error was caused by the AJB editorial staff or the compositor,
will be charged $25 for each figure replacement or correction.

Authors are encouraged to submit figures in color when doing so enhances the
presentation of the scientific information. Due to the cost of printing color, however, the
editor may recommend using black and white if the information is just as clear when
presented this way..

Article Types

In addition to Research Papers, AJB publishes the following:

Special Invited Papers—These are mostly reviews of limited scope on timely subjects
written for a general, albeit well-informed, audience. Special Invited Papers are
typically solicited by the Editor-in-Chief, the Special Papers Editor, or an Associate

Editor. Discuss ideas for unsolicited Special Papers with the Editor-in-Chief or the
Special Papers Editor. Manuscripts are subject to the usual review process. Benefits for
Special Invited Papers include rapid publication, no page charges, and free membership
in the BSA for one year. In the introduction, succinctly explain why your paper is of
interest to the general biological community.

Brief Communications—These are short papers (2-5 printed pages) reporting
significant new findings that do not warrant standard full-length treatment with the
usual main headings, or that provide scholarly commentaries, corrections, criticisms, or
alternative interpretations of results presented in published papers. “Opinion” papers
that are unsupported by new data or reanalysis of published data are unacceptable. Brief
Communications are subject to normal review. Publication will be expedited.
Membership requirements and page charges are not waived.

Invited Commentary—All invited commentaries are paired with a forthcoming paper,
usually on the suggestion of an Associate Editor or the Editor-in-Chief. These 3- to 5-
page articles discuss the contributions and significance of the research paper relative to
accepted or emerging paradigms in the subject. Membership requirements and page

charges are waived.

Manuscript Preparation
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A cover letter, an author agreement form, a manuscript file, and separate files for

figures should be uploaded at http://ajb.edmgr.com. The manuscript file includes in the

following order: Title Page, Footnote Page, Abstract Page, Text, Literature Cited,
Tables, Appendices, and Figure Legends.

For manuscript files, MS Word (.doc) format is preferred, but Rich Text Format (.rtf)
files are acceptable for review as well.

The Editorial Manager online submission system automatically inserts line numbers to
facilitate review comments, so line numbers are not required in the manuscript file.
Double-space and left justify the margin of the entire manuscript, including Literature
Cited, Appendices, Figure Legends, and Tables, using continuous pagination.

Leave at least a 2.5-cm margin on all sides. Place a header with last name(s) of author(s)
and page number in upper right corner.

Number figures and tables in the order discussed in the text.

Cover/Response Letter

Include a cover letter that describes the questions addressed or hypotheses tested, the
major contribution of your paper to your discipline, and how this contribution is of
interest to a broad audience. List any papers on related topics by any of the authors that
have been published within the past year or that are in review or in press. For a revision,
include a letter detailing your response to all the review comments.

Author Agreement Form

Upon initial submission of a manuscript, the corresponding author must fill out an
author agreement form and either upload an electronic version at the online submission
site or mail or fax a hard copy to the Editorial Office in St. Louis, Missouri (American
Journal of Botany, P.O. Box 299, St. Louis, MO 63166-0299, USA; 1-314-577-9515).
The author agreement form is available online at

http://www.botany.org/ajb/AJB Author Agreement Form 2.docx; on the Editorial

Manager website at the “Attach Files” screen; and from the Editorial Office.
Manuscript Content

1. Title Page

Place a running head 2.5 cm (1 in) below the top of the page with the surname of the
FIRST author (followed, as appropriate, with the surname of a sole co-author, or with et
al. if there are three or more authors) and a short title.

The manuscript title for research papers should be specific and informative, conveying
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the key findings of the research in an active voice. Center boldfaced title written with
sentence-style capitalization, followed by superscript 1 (for footnote 1, to appear on
footnote page). In most cases, Latin binomials in a title should be followed by the name
of the family in parentheses.
Below the title, list authors: each author’s first name, middle initial, surname. On the
next line, give affiliation and unabbreviated address. If authors have different
affiliations and addresses, add a superscript number after each author’s name to indicate
the footnoted address. Include another footnote superscript number to indicate the
author for correspondence.
2. Footnote Page
Include the following footnote:
"Manuscript received ; revision accepted
Place brief acknowledgments, if desired, as a separate paragraph, using the following
style: “The author(s) thank(s)...”. For brevity, do not use first names. Include grant
acknowledgments here.
Other footnotes (e.g., e-mail for correspondence) are permitted: match footnote numbers
with those on the title page.
3. Abstract Page
AJB requires structured abstracts for manuscript submission. The abstract is 250 words
or less, written in the following structured format:

o Premise of the study (why the work was done, what major questions of plant

biology are addressed, and why it is important to the broad AJB readership)

e Methods

o Key results

e Conclusions (what major points should the reader take from this article)
Note that the abstract will be used in an RSS feed and thus should capture the interest of
the general botanical community as well as the specialists and include the most
important contribution of this paper. Avoid references; if essential, cite parenthetically
with journal name, volume number, pages, and year.
Provide a list of 3—10 “Key words” that will be used for the volume index. Capitalize
proper nouns, place in alphabetical order, and separate by semicolons.
4. Text
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In the first paragraph of the introduction, include the theoretical or conceptual basis for
your work in a context accessible to the diverse botanical readership that AJB attracts.
Include a summary of conclusions and a take-home message for the generally informed
reader in the DISCUSSION.

Center main headings and capitalize all letters: MATERIALS AND METHODS,
RESULTS, and DISCUSSION.

Indent subheadings at the start of a paragraph; capitalize only the first word and proper
nouns and adjectives.

Second-level  headings—(boldface  italic  followed by an em dash)
Third-level headings—(italic followed by an em dash) Fourth-level headings—(regular
text followed by an em dash)

In MATERIALS AND METHODS add name, city, spelled-out state (if in USA), and
country of manufacturers/suppliers after brand names.

If statistical analyses are used, include statistical values in the RESULTS either in the
text or within tables. Include the statistic value, degrees of freedom, and p-value for
each result reported (e.g., for a t-test report “t = 32.41, df = 1, P = 0.03* for an ANOVA
report “Fs, 23 = 26.45, P less than 0.001" [note two df-values as subscripts with F]). Use
P for significance, and p for probability.

Common Latin words (e.g., in vivo, sensu lato) are not italicized.

Footnotes are not used in the text.

5. Literature Cited

Verify all entries against original sources. Double check that all references in the
manuscript text are in the Literature Cited and vice-versa and that they agree in spelling
and year.

Literature citations in text—Cite references in chronological order (oldest first);
within a given year, order them alphabetically (e.g., Jones and Gil, 1999, 2006; Ashton
et al., 2007; Brown, 2007; Jackson, 2005, 2008).

Single author: Jones (2008) or (Jones, 2008). Two authors: Jones and Gil (2008) or
(Jones and Gil, 2008). More than two authors: Jones et al. (2008) or (Jones et al., 2008).
Manuscripts accepted for publication but not yet published: Jones (in press) or (Jones,
in press). Include “In press” citations in LITERATURE CITED (shown later).
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Unpublished data and manuscripts (e.g., submitted, in prep.) and personal
communication: (F. Jones, Institution, unpublished data [or unpublished manuscript or
personal observation]). These are not included in LITERATURE CITED.

References listed in LITERATURE CITED—List citations in alphabetical order by
author. Single-author titles precede multi-authored titles by the same senior author,
regardless of date.

List works by the same author(s) chronologically, beginning with earliest date of
publication. Spell out all author(s)’ names. Use “a”, “b” (determined alphabetically) for
works with the same author(s) and year citation.

For multi-authored works, list the first seven authors and then “et al.”— unless there are
only eight authors and then list all eight.

Technical report

CONKLE, M. T., P. D. HODGSKISS, and S. C. HUNTER. 1982. Starch gel
electrophoresis of conifer seeds: A laboratory manual. USDA Forest Service General
Technical Report PSW-64, Pacific Southwest Forest and Range Experiment Station,
Berkeley, California, USA.

6. Tables — include in manuscript file and place immediately after Literature Cited
Tables need to be formatted using the Table feature in Word or in a spreadsheet such as
Excel.

Number tables with Arabic numerals followed by a period. Capitalize first word of title;
all others, except proper nouns, are lowercase; spell out names of genera and
abbreviations on first mention; place period at end. Include study organism (species or
group) and geographic location in each caption when appropriate. Place explanatory
notes and define all abbreviations below the table after the heading “Note:” or “Notes:”.
Place footnotes after the Notes.

Every column must have an appropriately placed heading (esp. the first at left—the stub
head), with appropriate subheadings. In the body of the table, capitalize the first word of
each entry (and proper nouns); do not use vertical lines between columns; indicate
footnotes by lowercase superscript letters.

If the use of color in a table is essential, please contact the Editorial Office at

ajb@botany.org.

7. Appendices — include in manuscript file and place immediately after the tables
If voucher and gene accession information support the study, list these in Appendix 1,
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which will be published in the print and online versions. Provide an appendix title, and a
sentence-style row of headings for the data. For each taxon sampled, include specimen
voucher information and/or gene accession numbers, separated by commas. To save
space, the taxa can be run together in a paragraph. See a current issue or

http://www.amjbot.org/content/98/6/1049.full for an example.

Additional appendices may be included. AJB encourages online-only publication of
extensive appendices, as well as other supplemental materials that support the article but
are best presented electronically (see “Online Supplemental Materials” below).

8. Figure Legends — include in manuscript file and place immediately after the
Appendices (or after the tables if there are no appendices)
Each figure legend must be complete and informative so that reference to the text is not
necessary to understand the content of the figure. Abbreviations should be defined
unless they are standard convention. Place legends as separate paragraphs following the
appendices. For figures with multiple lettered panels, a general title for the figure should
be followed by a description of each panel (e.g., Fig. 5. Relationship between... (A) All
fruits. (B) Fruits less than 0.5 mm.). When applicable, study organism (species or
group) or geographic location, and define scale bar (e.g., Bar = 0.1 um). For
micrographs, include pertinent information such as magnification and type of section,
stain, optics, or special techniques. Any nonlinear adjustment to photographs must be
detailed.

Define all symbols and abbreviations either in a key within the figure or in the legend; if
defined in an earlier legend, the appropriate figure or table may be cited.

Place figure abbreviations in alphabetical order and format as follows: c, cell; n,
nucleus.

9. Figures/lllustrations - upload as separate files (do not include in the manuscript
file)

For details and illustrated examples, see

http://www.botany.org/ajb/AJB_Digital_Art_Guidelines.pdf. A figure checklist is also

available at http://www.botany.org/ajb/AJB Figure Checklist.pdf.

TIFF or EPS formats are preferred for color and black and white photographs, drawings,

and graphs.

107


http://www.amjbot.org/content/98/6/1049.full
http://www.botany.org/ajb/AJB_Digital_Art_Guidelines.pdf
http://www.botany.org/ajb/AJB_Figure_Checklist.pdf

Prepare figures at the final size desired: 1 column (8.9 cm [3.5 in]), 1.5 column (12.7-
15.3 cm [5-6 in]), or 2 columns (18.4 cm [7.25 in]) wide and less than the length of the
page (23 cm [9 in]).

Low-resolution files may be initially uploaded/submitted for the review process. Once
your manuscript has been tentatively accepted, printer-quality (high-resolution) figures
are required. See “Tips for Large Files” below.

Figure Manipulations

Certain types of electronic manipulations of micrographs and other digital images may
not be ethically acceptable. Images that will be compared with each other must be
acquired and processed under the same conditions. Manipulations such as background
subtraction or white-balancing should be explained in the Materials and Methods
section. Note that a selected area within an image may not be altered or enhanced; the
entire image must be treated the same. Linear adjustments to contrast, brightness, or
color must be applied to an entire image or plate equally (or explained). Detail nonlinear
adjustments in the legend. Always keep original raw data files for documentation upon
request.

Resolution for Final Figures

Line art (black lines and text, including phylogenetic trees): 1000-1200 dpi.
Halftone/grayscale (images with shades of gray, such as black and white photographs):
a minimum of 300 dpi.

Color: a minimum of 300 dpi. Use RGB mode (not Indexed Color Mode). [Note: Do not
send color files if images are to be printed in black and white.]

Combination art (grayscale image with type): 600-900 dpi.

Grayscale images should have the whitest area of the image set at a 2% highlight value,
while the blackest area of the image should be set to a 98% shadow value.

Include the screen and printer font files for any text that has been added to the figure.
Use PC or Mac versions of Adobe Postscript fonts. To avoid font problems, convert all
type to curves or paths.

Format and Style

Use consistent style, font, and font size (between 6 and 10 pt.) for all figures. Use of
standard fonts (Times New Roman, Helvetica) gives better results.

For figures with multiple elements (photos, drawings, or graphs), group elements in a
rectangle or square and label the top left corner of each element with a capital letter
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(e.g., A, B). Keep elements close together for best use of space. Photographs in a
composite plate should each be numbered and separated by a thin line or blank space.
Label axes; include Standard International (SI) Units of measure in parentheses;
capitalize only the first letter of the first word (e.g., “Stem growth (%)”). Axis label
should be c. 0.2 cm from units on axis, but no more than 0.5 cm; x- and y-axis labels
should be equidistant from axes. Use abbreviations consistently in the text and figures.
For magnified illustrations, provide a scale bar defined in either the figure itself or at the
end of the legend.

Cover image and caption

You are invited to submit one or more color photographs (or artificially colorized
photomicrographs) to be considered for a cover illustration. The image must be at least
300 ppi and in portrait format slightly larger than 21.6 cm wide x 28 cm high (8.5 x 11
in). Submit the file(s) online with your original submission or revised manuscript. Also
include a brief caption that describes the image, scientific name and authority of any
organism, photographic technique, image manipulation, and the major result of the
research. For micrographs, include pertinent information such as magnification and type
of section, stain, optics, or special techniques.

The legend should do more than just describe the image itself: it should "tell a story" by
explaining why the image is important to entice the reader to search for the full article.

See http://www.amjbot.org/content/vol95/issue4/cover.shtml for an example.

Tips for Large Files

Files >5 MB may be slow (or impossible) to upload on most servers. When saving
graphics, LZW compression (Save As/Option) may be used to reduce file size. If your
image is line-art and all pixels are either black or white, first convert the image to
grayscale mode, then convert to bitmap mode at 1200 dpi, then save with LZW
compression. If your image is black and white with gray portions, convert the image to
grayscale mode, then save with LZW compression.(If you have any confusion about
bitmap mode for line-art, your Digital Art Guidelines contain examples of image types
with suggested resolutions. Alternatively, the Editorial Office may direct you to upload

the files to an FTP site or send them via e-mail through http://www.YouSendIt.com.

Online Supplemental Materials
Authors may wish to augment their manuscripts with online supplemental materials
(e.g., large data sets, three-dimensional reconstructions, simulations, real-time movies,
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color photographs). Upload these appendices as separate files with the initial manuscript
submission. Include a header on each file using this format: Smith et al.—American
Journal of Botany 99(#): ###-###. 2012. — Data Supplement S1 — Page 1”. Name online
supplements Appendix S1, Appendix S2, etc, in the order in which they appear in the
text, regardless of whether they are tables, figures, text, other media, or a combination
thereof. In the manuscript, after the mention of an online appendix, include the
following: “(see Supplemental Data with the online version of this article)”.

Note that if authors wish to submit long DNA sequence appendices as supplemental
material, they should select the "DNA sequences (online-only supplemental)” option on
Editorial Manager. This ensures that lengthy appendices are not built into the reviewers'
PDF, but are still accessible to the reviewers.

Abbreviations, Units, and Symbols

See a recent Table of Contents page for commonly used abbreviations.

Do not begin a sentence, heading, or title with an abbreviation.

Abbreviate figure as “Fig.” or “Figs.”

Use the following abbreviations with numerals without spelling out at first use: h, min,
s, yr, mo, wk, d, cm, mm, DNA, cpDNA, RNA, dNTP. Designate temperature as in
30°C (use the degree sign, not zero or the letter 0).

Numbers: write out one through nine unless a measurement, a designator, or in a range
(e.g., four petals, 3 mm, 6 yr, 5-11 species, day 2). Use % instead of percent with
numerals; 1000 instead of 1,000: 10 000 instead of 10,000; 0.13 instead of .13.

Use Standard International (SI) units throughout the text, figures, and tables. Use the
word mass (kg, g, mg) correctly; weight is reported in newtons (N). Use either a solidus
for one unit in the denominator (e.g., kg/m2) or a negative exponent with multiplier dot
(e.g., kgem-2+d-1) for two or more units in the denominator. Use L for liter (mL for
milliliter).

Include a space before and after all operation signs (e.g., =, +) with equations and
definitions; use an en dash (width of two hyphens) for minus sign.

Copyright and Color Agreement Forms

Once your manuscript has been accepted for publication, return signed copyright forms
for the article, and any color plates, to the Editorial Office in St. Louis, Missouri. All
authors must sign off on the copyright form or contact the Editorial Office to confirm
their participation in the work.
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Copyright Assignment - http://www.botany.org/ajb/AJBcopyright.pdf

Color agreement form - http://www.botany.org/ajb/AJBcolor_agr.pdf

If you have reproduced copyrighted material in your manuscript, send proof of
permission to the Editorial Office.

If you would like to reproduce copyrighted material previously published in the
American Journal of Botany, return the completed permission request form available
online at http://www.botany.org/ajb/BSAPermission.pdf.

9.4 Normas para publicacdo no periddico Annals of Botany
PREPARING THE ARTICLE FILE

(Always consult a recent issue of Annals of Botany for layout and style) Text should be
typed using size 12 Times New Roman or Courier, double-spaced throughout and with
an approx. 25 mm margin. All pages should be numbered sequentially. Each line of the
text should also be numbered, with the top line of each page being line 1. The first page
should provide a concise and informative full title followed by the names of all authors.
Where necessary, each name should be followed by an identifying superscript number
(1, 2, 3 etc.) associated with the appropriate institutional address to be entered further
down the page. For papers with more than one author, the corresponding author's name
should be followed by a superscript asterisk*. The institutional address(es) of each
author should be listed next, each address being preceded by the relevant superscript
number where appropriate. A running title of not more than 75 characters, including
spaces, should also be provided, followed by the e-mail address of the corresponding
author. Please follow the layout used for the first page of papers published in Annals of
Botany. The Abstract should be followed by between three and 12 Key words that
include the complete botanical name(s) of any relevant plant material. If many species
are involved, species groups should be listed instead. Note that essential words in the
title should be repeated in the key words since these, rather than the title, are used in
some electronic searches. Title, Abstract and Key words should be self-explanatory
without reference to the remainder of the paper. The third and subsequent pages should
comprise the remaining contents of the article text. ,,ORIGINAL ARTICLES® and
»SHORT COMMUNICATIONS® will usually have the structure INTRODUCTION,
MATERIALS AND METHODS, RESULTS, DISCUSSION,

111


http://www.botany.org/ajb/AJBcopyright.pdf
http://www.botany.org/ajb/AJBcolor_agr.pdf
http://www.botany.org/ajb/BSAPermission.pdf

ACKNOWLEDGEMENTS and LITERATURE CITED followed by a list of captions to
any figures. The RESULTS section should not include extensive discussion and data
should not be repeated in both graphical and tabular form. The DISCUSSION section
should avoid extensive repetition of the RESULTS and must finish with some
conclusions. Items of Specialized Equipment mentioned in MATERIALS AND
METHODS should be accompanied by details of the model, manufacturer, and city and
country of origin. Numbers up to and including ten should be written out unless they are
measurements. All numbers above ten should be in numerals except at the start of
sentences. Dates should be in the form of 10 Jan. 1999, and Clock Time in the form of
1600 h. The meaning of terms used in equations should be explained when they first
appear. Standard conventions for use of italics only for variables should be followed:
normal (Roman) font should be used for letters that are identifiers. Thus in the above
example, M is the variable quantity of mass, the subscripts d and f are identifiers for dry
and fresh respectively.

Citations in the text. These should take the form of Felle (2005) or Jacobsen and
Forbes (1999) or (Williamson and Watanabe, 1987; Rodrigues, 2002a, b) and be
ordered chronologically. Papers by three or more authors, even on first mention, should
be abbreviated to the name of the first author followed by et al. (e.g. Zhang et al., 2005).
If two different authors have the same last name, give their initials (e.g. NH Kawano,
2003) to avoid confusion. Only refer to papers as 'in press' if they have been accepted
for publication in a named journal, otherwise use the terms 'unpubl. res.', giving the
initials and location of the person concerned. (e.g. H Gautier, INRA, Lusignan, France,
unpubl. res.) or 'pers. comm.' (e.g. WT Jones, University of Oxford, UK, ,pers.
comm.”) The LITERATURE CITED should be arranged alphabetically based on the
surname of the first or sole author. Where the same sole author or same first author has
two or more papers listed, these papers should be grouped in year order. Where such an
author has more than one paper in the same year, these should be ordered with single
authored papers first followed by two-author papers (ordered first alphabetically based
on the second author's surname, then by year) , and then any three-or-more-author
papers (in year order only). Italicized letters 'a’, 'b', 'c’, etc., should be added to the date
of papers with the same first authorship and year. Each entry must conform to one of the
following styles according to the type of publication.
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Books Opik H, Rolfe S. 2005. The physiology of flowering plants. Physicochemical and
environmental plant physiology, 4th edn. Cambridge: Cambridge University Press.
Chapters in books Scandalios JG. 2001. Molecular responses to oxidative stress. In:
Hawkesford MJ, Buchner P, eds. Molecular analysis of plant adaptation to the
environment. Dordrecht: Kluwer, 181-208. Research papers Popper ZA, Fry SC. 2003.
Primary cell wall composition of bryophytes and charophytes. Annals of Botany 91: 1
12. Theses Tholen D. 2005. Growth and photosynthesis in ethylene-insensitive plants.
PhD Thesis, University of Utrecht, The Netherlands. Anonymous sources Anonymous.
Year. Title of booklet, leaflet, report, etc. City: Publisher or other source, Country.
Online references should be structured as: Author(s) name, author(s) initial(s). year.
Full title of article. Full URL. Date of last successful access (e.g. 12 Jan. 2003)
Acknowledgements. In the ACKNOWLEDGEMENTS, please be brief. 'We thank . . .’
(not 'The present authors would like to express their thanks to . . ."). Funding. Details of
all funding sources for the work in question should be given in a separate section
entitled 'Funding’. This should appear before the 'Acknowledgements' section. The
following rules should be followed: the full official funding agency name should be
given, i.e. ,,National Institutes of Health™, not ,,NIH*; grant numbers should be given in
brackets; multiple grant numbers should be separated by a comma; agencies should be
separated by a semi-colon; no extra wording like 'Funding for this work was provided
by ..." should be used; where individuals need to be specified for certain sources of
funding the following text should be added after the relevant agency or grant number 'to
[author initials]’. An example is given here: ,,National Institutes of Health (CB5453961
to C.S., DB645473 to M.H.); Funding Agency (hfygr667789).“ Appendix. If elaborate
use is made of units, symbols and abbreviations, or a detailed explanation of one facet
of the paper seems in order, further details may be included in a separate APPENDIX
placed after the LITERATURE CITED. For more detail and information on types of

files required for text, graphics and tables etc., please see the next section.
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