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RESUMO

VARGAS ROJAS, Diana Lucia, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro
de 2015.Expressdo sexual, polinizadores e sistema reprodutivo eriper
caldense C. DC. (Piperaceae) em fragmento de Floresta Atlantic®rientador:
Milene Faria Vieira.

Piper inclui mais de 1.000 espécies e 285 delas ocorrem no Brasil. Apesar da
riqueza em espécies e importancia ecoldgica em florestas brasileiras, por ser um
dos mais importantes componentes de sub-bosques, estudos realizados sobre a
biologia reprodutiva enPiper sdo escassos. Entre os aspectos analisados, o
hermafroditismo tem sido considerado um atributo reprodutivo basal, mas podem
ocorrer variagfes dessa expressdo sexual. Além disso, a dicogamia € comum e a
entomofilia e a anemofilia foram registradas ou inferidas. O objetivo deste
trabalho foi estudar aspectos da biologia reprodutivRiper caldense C. DC.,

tais como, a sexualidade e funcionalidade das flores, seu sistema reprodutivo e 0s
polinizadores. O estudo foi realizado em individuos de populacdo natural de
caldense na Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do
Paraiso, em Vicosa, Zona da Mata de Minas Gerais. Foram utilizadas espigas
frescas e estocadas em etanol 70% para avaliar a funcionalidade e a dinamica de
exposicao das areas receptivas e da liberacdo dos gréos de polen. Informacdes
complementares foram obtidas por meio de estudo morfo-anatdomico, utilizando as
técnicas usuais de microscopia de luz e eletrénica de varredura. A viabilidade
polinica foi testada em 40 espigas utilizando carmim acético. Observacdes em
campo foram feitas para analisar a sexualidade de 50 individuos, nos quais se
realizaram medicdes de comprimento e diameitnespigas com flores no final

da antese Foram ensacadas 15 espigas para verificar a ocorréncia de
autopolinizacdo espontanea. A frequéncia e o comportamento de visita dos
polinizadores foram observados durante cinco dias n&do consecutivos. As
inflorescéncias dé°. caldense apresentaram dois nfos florais: estaminado e
hermafrodita. Cada morfo encontra-se em espigas diferentes. Esses morfos
ocorrem num mesmo individuo, caracterizando a andromonoicia; além disso,
foram observados individuos apenas com espigas com flores estamifhadas.

antese das espigas com flores estaminadas antecedeu a antese das espigas com
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flores hermafroditas. A dindmica de liberacdo de pdlen foi assincronica para os
dois morfos. H& protoginia incompleta e a exposi¢cdo e a senescéncia das papilas
estigmaticas ocorrem de forma gradual e sequencial, em sentido basipeto. Ha
autoincompatibilidade e, portanto, dependéncia por polinizadores para que ocorra
a frutificacdo. Quanto aos polinizadores, foram registradas 15 espécies,
pertencentes as ordens Hymenoptera e Dipfeeatre os himendptero#\pis

mellifera foi a espécie mais frequergeentre os dipteros, destace@Ocyptamus
sp.1.
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ABSTRACT

VARGAS ROJAS, Diana Lucia, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January,
2015.Sexual expression, pollinators and breeding system Riper caldense C.
DC. (Piperaceae) in an Atlantic Forest fragmentAdviser. Milene Faria Vieira.

Piper includes more than 1,000 species and 285 of them occur in Brazil. Despite
of the richness of species and ecological importance in Brazilian forests, for being
one of the most important components of understories, research about
reproductive biology inPiper are scarce. Among the aspects analyzed,
hermaphroditism has been considered a basal reproductive attribute, but can occur
be variations of this sexual expression. Furthermore, dichogamy is common,
entomophily and anemophily were recorded or inferiié® aim of this research

was to study the reproductive biologyRiper caldense C. DC., such as sexuality

and functionality of flowers, reproductive system and pollinators. The study was
conducted with plants of a naturBl caldense population at the Station of
Research, Environmental Training and Education Mata do Paraiso in Vigosa, state
of Minas Gerais, in southeastern Brazil. Fresh and stored spikes in 70% ethanol
were used to evaluate the functionality and the dynamics of stigmatic expouse and
pollen release. Additional information was obtained through morpho-anatomical
study using the usual techniques of light and scanning electron microscopy. Pollen
viability was tested in 40 spikes using acetic carmine. Field observations were
made to analyze the sexuality of 50 individualgvhich wae measured the length

and diameter in spikes with flowers at the end of anthesis. We bagged 15 spikes to
verify the occurrence of spontaneous self-pollination. The frequency and the
visiting behavior of pollinators were observed during five non-consecutive days.
The inflorescences of. caldense had two floral morphs: staminate and
hermaphrodite. Each morph is found in different spikes. These morphs occur in
the same individual, featuring andromongetgesides this, individuals only
bearing spikes with staminate flowers were observed. Anthesis of spikes with
staminate flowers occurred before anthesis of spikes with hermaphrodite flowers.
The dynamic of pollen release was asynchronouke two morphs. Incomplete

protogyny was recorded and the exposure and senescence of stigmatic papillae
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occur gradually and in sequence, in basipetal direction. The species is self-
incompatible and depends on pollinators for fruit. Were registered 15 species of
pollinators belonging to Hymenoptera and Diptera. Among the Hymenoptera,

Apis mellifera was the most frequent and in Dipte@ayptamus sp.1.
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1. INTRODUCAO

Piperaceae, entre as angiospermas basais, € uma das familias com maior
namero de espécies, cerca de 2.500-3.500, e apresenta distribuicdo pantropical
(Quijano-Abril et al., 2006; Wanket al., 2007). Engloba seis génerésper L. e
Peperomia Ruiz & Pav. sdo os dois maiores (Justdal., 2009). No Brasil, a
familia estad representada por 452 espécies distribuidas nos gbterasa,

Ottonia, Peperomia e Piper s.l. (= Piper s.s. + Photomorphe + a maioria das
espécies dOttonia; Guimaraest al., 2019.

Representantes d&per sl. sGo um dos mais importantes componentes do
sub-bosque das florestas tropicais (Kikuehal., 2007; Jaramillcet al., 2008),
mas também habitam areas perturbadas, bordas de florestas e clareiraat (Thies
al., 1998). O género inclui mais de 1.000 espécies arbustivas, herbaceas e
trepadeiras e € um dos maiores entre os de angiospermas (Jaramillo & Manos,
2001). Esta representado nas florestas brasileiras por 285 espécies, 192 delas
endémicas (Guimaraesal., 2014).

As espécies dBiper s.l. possuem, geralmente, inflorescéncia do tipo espiga,
flor bissexuada ou unissexuada, séssil, aclamidea, protegida totalmente por uma
bractéola na fase de botéo floral. Essa bractéola se retrai gradativamente, expondo
0os Orgdos reprodutivos (Rosa & Souza, 2004; Silva, 2013), e serve como
referencial para a localizacdo da porcéo distal e proximal da inflorescéncia. A flor
apresenta de 1-10 estames e 3-4 carpelos, com 3-4 estigmas, que podem ser
sésseis, ovario supero, séssil ou pedicelado, unilocular com um 6vulo basal; o
fruto € drupaceo (Yuncker, 1972; 1973; Jaramillo & Manos, 2001

Estudos realizados sobre os aspectos da biologia reprodutiPapers.|.
sdo escassos, apesar da sua riqueza de espécies e importancia ecolégica em
florestas brasileiras. Um desses aspectos, a expressdo sexual, € fator de separacao
entre as espécies paleotropicais e neotropicais. As espécies da Asia e Pacifico do
Sul s&o dioicas, as da Africa podem ser monoicas ou dioicas e as neotropicais sao
hermafroditas (Jaramillo & Manos, 2001). Entretanto, de acordo com Figueiredo
(1997), entre as neotropicais podem ocorrer variacdes, como, por exemplo, a

andromonoicia, como estratégia que maximiza a alocacdo de recursos na



reproducdo. Essa expressdo foi descrita para duas especesoreum Aubl.
(Figueiredo & Sazima, 2000)Re gaudichaudianum Kunth (Silva, 2013).

Nas espécies com flores hermafroditas, a dicogamia, principalmente a
protoginia, € comum e a polinizacdo entomofila e a anemofila foram registradas
ou inferidas (Menon, 1949; Martin & Gregory, 1962; Semple, 1974; Figueiredo &
Sazima, 2000; Thomazini & Thomazini, 2002; Kikuehal., 2007; Silva, 2013).

Os grupos de insetos polinizadores incluem himendpteros e dipteros. No género, a
autoincompatibilidade (Prakaghal., 1994; Figueiredo & Sazima, 2000; Kikuchi

et al., 2007) e a autocompatibilidade (Marquis, 1988; Figueiredo & Sazima, 2000;
Silva, 2013) foram relatadas.

O objetivo foi estudar a biologia reprodutiva @eper caldense em
fragmento de Floresta Atlantica do sudeste brasileiro. Para tanto, foram analisados
a sexualidade e a funcionalidade de suas flores e o sistema reprodutivo e
identificados os visitantes florais e, entre eles, os polinizadores.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo

O estudo foi realizado de julho de 2013 a setembro de 2014, no fragmento
florestal Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do
Paraiso (daqui em diante Mata do Parai3@48’07”’S, 42°51°31”W), no
municipio de Vicosa, Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil (Figura W)ata
do Paraiso possui 194 ha e altitudes variando entre 690-870m. E administrada
pelo Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vicosa.

Sua vegetacdo pertence a formacdo Floresta Estacional Semidecidual
Montana (Veloscet al., 1991), situada dentro dos limites da Floresta Atlantica
(Oliveira-Filho & Fontes, 2000).A vegetacdo remanescente de Vicosa é
considerada como uma das areas prioritarias para conservacdo, devido a sua
importancia biologica, classificada como muito alta (Drummnebradl, 2005).

O clima de Vigosa € do tipo Cwb (mesotérmico com verdes quentes

chuvosos e invernos frios e secos), segundo a classificacdo de Koppen. De acordo



com a ultima normal climatolégica (1961 a 1990), a estacdo seca concentra-se

entre os meses de abril a setembro, com menos de 60 mm de chuva por més e
temperaturas variando de 10,1 a 26,6 °C; a estacéo chuvosa inicia-se em outubro e
estende-se até marco, apresentando pluviosidade maior que 100 mm mensais e

temperaturas entre 15,8 e 30 °C.

Ar‘

Vigosa

A

Mata do I'eralSﬂQ ‘ jL

Figura 1. Localizacdo geogréafica Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais, sudeste
do Brasil.

2.2. Espécie estudada

Piper caldense C. DC. é arbusto com 2 a 3 metros de altura. Suas folhas
sao alternas, glabras em ambas as faces e possuem estipulas pouco evidentes. As
espigas sao eretas e voltadas para abaixo e medem de 3 a 5 cm de comprimento.
As flores sdo protegidas por bractéola triangular subpeltada, franjadas
marginalmente; o androceu € composto por quatro estames; o gineceu possui
ovario supero, estilete curto e trés estigmas; o fruto € drupa glabra e obovada
(Carvalho-Okano & Alves, 1998). Essa espécie € endémica do Brasil (Guimaraes
et al., 2014). Material testemunho foi depositado no acervo do Herbario da



Universidade Federal de Vigosa (Herbério VIC), em Vicosa, Minas Gerais, Brasil
(VIC 44.516).

Na Mata do Paraiso, os individuos Be caldense ocorrem em areas
parcialmente sombreadas do sub-bosque, nas margens da estrada principal ou em
areas Umidas. Todos os individuos analisados apresentaram espigas com botdes
florais ao longo do periodo de estudo. Essas espigas permaneceram latentes por
até 12 meses e apresentavam aproximadamente 0,5 cm de comprimento. As
espigas com flores em anteses foram observadas na estacdo seca, entre agosto e
setembro de 2014.

2.3. Morfologia floral e biologia floral

Espigas frescas e estocadas em etanol 70% foram observadas,
respectivamente, no campo e sob estereomicroscopio (modelo EZ4D, Leica
Microsystems, Deerfield, Illinois, USA). Nelas foram verificadas a presenca do
androceu e do gineceu e a dinamica de exposicdo das areas receptivas e da
liberagdo dos gréos de polen. O numero de flores por inflorescéncia foi contado
em 10 espigas.

Estudo morfo-anatdmico foi conduzido no Laboratério de Anatomia
Vegetal da Universidade Federal de Vigcosa, visando obter informacfes
complementares sobre a morfologia floral. Para tanto, espigas foram fixadas em
FAAsopor 48 horas e estocadas em etanol 70% (Johansen, 1940). Posteriormente,
secdes das porcdes basal, mediana e apical das espigas foram incluidas em resina
hidroxi-etil-metacrilato (Historesin, Leica Microsystems, Heidelberg, Alemjanha
As secdes transversais e longitudinais de 5 um foram obtidas ao micrétomo
rotativo de avanco automatico (modelo RM2155, Leica Microsystems, Deerfield,
lllinois, EUA). Os cortes obtidos foram corados com azul de toluidina, pH 4,4
(O’Brien €t al., 1964) e montados sob laminula com resina sintética (Permount,
Fisher Scientific, New Jersey, EUA). As laminas foram observadas em
fotomicroscopio (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Jap&o) equipado
com sistema U-Photo com camara digital acoplada (modelo AxioCamHRc, Zeiss,

Gottingen, Alemanha).



A receptividade dos estigmas, caracterizada pela exposicdo das papilas
estigmaticas turgidas, foi observada em flores de 15 individuos, no campo, ao
longo de 10 dias consecutivos, com auxilio de lupa de méao (aumento de 30X).
Adicionalmente, foram coletadas e fixadas espigas com flores em diferentes
estadios da antese para posterior analise em microscépio eletrénico de varredura,
no Nudcleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vicosa. As
amostras, previamente fixadas em EAA estocadas em etanol 70% (Johansen,
1940), foram desidratadas em série etandlica crescente e levadas a secagem em
ponto critico de C® (CPD 020, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). Apos a
montagem das amostras nos suportes metélicos com fita dupla-face, realizou-se a
deposicdo metalica com ouro (FDU 010, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). A
analise e a captura de imagens foram realizadas com microscopio eletrénico de
varredura (modelo LEO 1430 VP, Zeiss, Cambridge, Inglgterra

A dindmica de liberacdo do pélen pelos quatro estames foi observada nas
mesmas flores utilizadas para caracterizar a receptividade dos est@mas.
viabilidade dos grédos de pélen foi testada com carmim acético (Rasfald
1974). Para tanto, 40 espigas foram fixadas em sgAgor 48 horas e,
posteriormente, estocadas em etanol 70% (Johansen, 1940). Foram utilizados os
estames que se encontravam completamente expostos (sem a protecdo da
bractéola floral). Em cada lamina foram colocadas cinco anteras, de estames de
flores da mesma espiga, que foram maceradas sobre uma gota de carmim acético.
Foram contados 200 grédos por lamina, separando-0s em viaveis e ndo viaveis
(Kearns & Inouye, 1993).

2.4. Expresséao sexual

Para definir a sexualidade das plantas, foram analisadas todas as espigas de
50 individuos com auxilio de lupa de mao (aumento de 30X). Além da anélise das
flores, foram realizadas medi¢bes, comprimento e didmetro (por¢do central da

espiga), em espigas com flores no fim da antese.



2.5. Sistema reprodutivo

Seguindo os métodos propostos por Dafral. (2005), foram realizados
0S seguintes testes de polinizacdo: autopolinizacdo espontdrte@spigas em
pré-antese foram ensacadas e permaneceram assim até a formacdo de frutos ou
aborto da inflorescéncia; polinizacdo abertal5 espigas foram marcadas e
deixadas expostas a acdo dos polinizadores. Para isolar as espigas, foram
utilizados sacos confeccionados com tecido failete, que possui a trama
completamente fechada. A porcentagem de frutificagéo desses testes foi calculada
considerando o nimero médio de flores por espiga.

2.6. Visitantes florais

Os insetos observados nas inflorescéncias foram coletados com auxilio de
camara mortifera. Posteriormente, foram montados em alfinete entomoldgico e
etiquetados. As identificacGes foram feitas com auxilio de especialistas.

Foi descrito o comportamento dos visitantes florais por meio de observagdes
visuais. Foram anotados dados referentes ao modo de abordagem da
inflorescéncia e horéario das visitas. A frequéncia de visitacdo foi registrada em
cinco dias ndo consecutivos em agosto de 2014, das 7 as 17 h, totalizando um

esforco amostral de 40 horas.

2.7. Andlises estatisticas

As medidas citadas anteriormente, assim como as viabilidades dos graos de
pdlen, foram submetidas a andlise de varidncia (ANOVA) no programa
computacional R, versdo 3.0.1 (R Development Core Team, 2010). O nimero de
flores foi avaliado por meio de teste de médias (teste t), usando o mesmo

programa.



3. RESULTADOS

3.1. Morfologia floral e biologia floral

As flores estdo arranjadas em inflorescéncias do tipo espiga, com insercao
oposta as folhas. Nas espigas, flores sdo densamente congestas, sésseis e
aclamideas. Cada flor possui uma bractdodamjada marginalmente, que envolve
completamente a flor e se afasta gradativamente, expondo os 6rgéos reprodutivos.
Na populacdo estudadR, caldense apresentou dois morfos florais, hermafrodita
e estaminado.

A flor hermafrodita apresenta o androceu composto por quatro estames
com anteras brancas, basifixas e ditecas (Figura 2A). O gineceu € composto por
um pistilo tricarpelar com estigma trifido, ovario supero, unilocular, uniovular e
placentacdo basal. As flores estaminadas apresentam quatro estames com as
mesmas caracteristicas das flores hermafroditas e um pistildédio (pistilo n&o

funcional e reduziddrigura 2B).

flor hermafroditaE1l estame 1E2 estame 2P pistilodio, Pf pistilo funcional.

N&o foi observada variacdo na distribuicdo desses morfos florais ao longo
da espiga. Entretanto, as espigas com flores hermafroditas apresentaram, em



média, mais flores do que as com flores estaminadas, respectivamente, 252,8 +
27,2 flores por espiga e 198,3 + 27,5 (n= 10 individuos para cada morfo floral).
Esses valores médios diferiram entre si (t= - 4,46, p = 0,003).

A sequéncia de abertura das flores, em geral, ocorreu da base da espiga em
direcdo ao apice. A abertura nas espigas com flores estaminadas antecedeu a das
com flores hermafroditas. O processo de abertura das flores estaminadas e sua
antese dura de seis a 14 dias e foi dividido em fases para melhor compressao:

Fase 1 flor estaminada em botdo: A flor € protegida pela bractéola que se
retrai gradativamente até expor parcialmente as anteras de trés estames (Figura
3A); esse processo de exposicao dura de dois a trés dias. Posteriormente, 0s
estames 1 e 2 estdo mais expostos e apresentam altura semelhante; esses estames
estdo mais altos em relacédo ao estame 3. A flor pode permanecer nesse estadio por
até cinco dias.

Fase 2 primeiro dia de antese. No dia seguinte ao término da fase 1,
comeca a liberacdo de polen. Os estames 1 e 2 sdo os primeiros a liberar polen,
porém nao simultaneamente. Um desses estames torna-se mais alto que o outro,
devido a total exposicdo de filete e antera. O estame que vai liberar pélen
apresenta a antera esbranquicada e turgida. A liberacéo de pdélen se iniciou no fim
da manh&, mas ocorreu, principalmente, pela tarde, por volta das 14 h.

Fase 3 segundo dia de antese. Algumas anteras dos estames 1 e 2 que ja
haviam liberado podlen apresentam caracteristicas de senescéncia, como
escurecimento e murcha, enquanto outras ainda apresentam pequenas quantidades
de pdélen. Além disso, 0 estame 1 ou 2 que ndo estava com a antera deiscente no
dia anterior comeca a liberar polen em pequenas por¢cdes. A viabilidade polinica
média do estame 1 foi de 97,8% + 1,6 e do estame 2, 97,6% + 1,5. Nesse estadio,
0 estame 3 esta quase totalmente exposto enquanto o quarto ainda se encontra
parcialmente protegido pela bractéola.

Fase 4 terceiro dia de antese. A flor apresenta cicatriz (zona de abscisao
entre filete e antera) do primeiro estame que liberou pélen e o segundo estame que
liberou pdlen pode ter ja perdido a antera (Figura 3B) ou pode ter poélen residual
sobre a antera. O estame 3, depois de ser exposto totalmente, comeca a liberar



pélen, com viabilidade média de 96,1% * 1,8; o estame 4, por sua vez, torna-se
mas visivel.

Fase 5 quarto dia de antese. A antera do estame 3 comeca a apresentar
caracteristicas de senescéncia ou ja pode ter caido (Figura 3C). A bractéola esta
completamente retraida, o que permite a total exposicdo do estame 4 e,
consequentemente, a liberagcdo de pdlen por sua antera. A viabilidade polinica
média foi de 97,5% % 2,3. Algumas flores podem apresentar o estame 4 com pélen
residual por até dois dias. As espigas secam e sdo abortadas, em média, quatro

dias apo6s o fim da liberagdo de pdlen.



- :
Figura 3. Flores estaminadas de Piper caldense. A. flor com estames | e 2 mais expostos e
semelhante em altura que ao estame 3. B. flor com estame 3 exposto ¢ a bractéola retraida
expondo parcialmente o estame 4; observa-se as zonas de abscisdo dos estames 1 e 2. C. bractéola
completamente retraida expondo totalmente o estame 4; observa-se a cicatriz dos estames 1,2 ¢ 3.
Br bractéola. C cicatriz, E1 estame |, E2 estame 2, E3 estame 3, E4 estame 4.
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O processo de abertura das flores hermafroditas e sua antese durade oito
12 dias. Esse processo apresenta diversas semelhangas com o das flores
estaminadas, razao pela qual serdo destacadas apenas as diferencas. Foi dividido

nas seguintes fases:

Fase 1 flor hermafrodita em botdo. E semelhante a fase 1 da flor
estaminada, exceto pela presenca do pistilo funcional. Com a retracdo da
bractéola, os estigmas tornam-se visiveis, porém ainda estédo justapostos (Figura
4A). Além disso, a antera do estame 4 ja esté parcialmente exposta (Figura 4A). A
flor pode permanecer nesse estadio por até trés dias.

Fase 2 fase pistilada. A flor permanece como mostrado na Figura 4A,
entretanto os estigmas comecam a se afastar e expdem as papilas da porcéo distal.
A bractéola estd completamente retraida e as anteras permanecem indeiscentes. A
receptividade estigmatica (exposicado de papilas targidas) em periodo anterior ao
da liberacdo de pdlen caracteriza a dicogamia protoginica. Essa fase durou, em
média, dois dias.

Fase 3 primeiro dia da fase bissexuada. Os estigmas estdo mais afastados
entre si, expondo quase totalmente as papilas estigmaticas. Inicia a atividade do
androceu (liberacdo de pédlen pelo estame 1 ou 2), caracterizando a protoginia
incompleta e uma fase bissexuada da flor. A dindmica de liberacdo de podlen é
semelhante a da flor estaminada (Figura 4B).

Fase 4 segundo dia da fase bissexuada. Ocorre a liberacdo de pdlen pelo
segundo estame (estame 1 ou 2) e algumas flores apresentam o apice dos estigmas
escurecidos com papilas plasmolisadas, indicando o inicio da senescéncia celular
das papilas estigméaticas. A viabilidade polinica média do estame 1 foi de#96,9%

1,2 e do estame 2, 97,4% + 1,8.

Fase 5 terceiro dia da fase bissexuada (Figura 4C). O estame 3 libera
pélen, com viabilidade média de 97,0% * 1,7. Os estigmas estdo totalmente
afastados entre si e a partir dessa fase é bastante variavel a porcdo da superficie
estigmatica que apresenta escurecimento (Figura 4D).

Fase 6 quarto dia da fase bissexuada (Figura 4E). O estame 4 libera pélen,
com viabilidade média de 97,2% + 2,0. A maioria das flores apresenta os estigmas

completamente escurecidos com as papilas colapsadas, indicando o fim da

11



receptividade estigmatica (Figura 4F); mas algumas flores podem apresentar
papilas tdrgidas e receptivas no terco basal dos estigmas. ApOs esse estadio ocorre

0 aumento do tamanho do ovario devido a formagéao do fruto.
Os valores médios de viabilidade polinica foram semelhantes e ndo houve

diferenca tanto entre os quatro estames das flores estaminadas e hermafroditas,

guanto entre os morfos florgis = 0,453,p = 0,861).
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Figura 4. Flores hermafroditas dBiper caldense. A. Flor com estames 1 e 2
indeiscentes, o gineceu e estame 3 comecam a tornar-se ViBivEier com
estigmas mais afastados entre si expondo as papilas estigmaticas; observa-se a
cicatriz do estame 2 e inicia a atividade de liberacao de pdélen pelo estame 1 ou 2.
C. Flor com papilas estigmaticas receptivas na porcao apical, observa-se as zonas
de abscisdo dos estames 1 e 2 e o0 estame 3 proximo a liberar pdlen, bractéola
afastando-se para exibir o estam®4Detalhedos estigmas totalmente afastados
entre si com a porgcdo da superficie estigmatica ndo receptivielores com

papilas estigmaticas colapsadas no apice e parte ventral; observa-se a cicatriz dos
estames 1, 2 e 3, enquanto o estame 4 esta proximo a liberacdo de~podlen.
Estigmas completamente escurecidos com as papilas estigmaticas plasmolisadas
indicando a senescéncia do estigfda.bractéola,C cicatriz, E1 estame 1E2

estame 2E3 estame 3E4 estame 4.
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3.2. Expresséao sexual

Dos 50 individuos analisado5 abortaram todas as espigas ainda com
flores em botdo. Entre os restantes, 14 individuos tinham espigas com flores
estaminadas e espigas com flores hermafroditas, o que caracteriza a
andromonoicia. Além desses, outros 21 individuos apresentaram somente espigas
com flores estaminadas. Foram observadas diferencas nas dimensfes entre espigas
com flores hermafroditas e com flores estaminadas (Tabela 1). Houve diferenca
significativa tanto no comprimento (F= 16,66, p = 39 das espigas quanto no
diametro (F = 33,22, p = 1,18%-

Tabela 1 Médias das dimensBes das espigas com flores hermafroditas e
estaminadas dPiper caldense. Valores na mesma coluna seguidos da mesma
letra n&o diferem estatisticamente.

. _ Comprimento Diametro
Individuo Espiga
(mm) (mm)
Andromonoico Hermafrodita 36,3 +4,8 46+0,5a

Estaminada 30,5+4,3b 3,6 +0,4b

Masculino Estaminada 27,5+4,2b 3,5+0,3b

3.3. Sistema reprodutivo

Os resultados dos testes de polinizagdo mostraramPgualdense é
autoincompativel e dependente de polinizadores para frutificar (Tabela 2). A
menor quantidade de frutos/espiga (média de 161,5) em relacdo a quantidade de
flores/espiga (média de 252,8) indica que nem todas as flores foram polinizadas
e/ou fecundadas.
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Tabela 2 Resultados dos testes de polinizacdo para analise do sistema
reprodutivo dePiper caldense. Para acdculo da frutificacdo foram consideradas,
em meédia, 252,8 flores por espiga.

Frutos por espiga

Tratamento Individuos  Espigas
N° %
Autopolinizacdo espontanee 15 15 0 0
Polinizacdo aberta (controle’ 15 15 161,5+93,1 63,3+36,2

3.3. Visitantes florais

As espigas foram visitadas por insetos pertencentes a duas ordens, cada
uma com uma familia: Hymenoptera, Apidae (abelhas) e Diptera, Syrphidae
(moscas) (Tabela 3). Esses insetos retiravam polen das espigas.

Entre as abelhas, foram observadas oito espécies agrupadas em seis
géneros (Tabela 3). Esses insetos realizaram um total de 349 visitas ag\yfieres.
mellifera apresentou a maior frequéncia de visitas, seguida M®ipona
quatrifasciata, M. bicolor, Trigona spinipes, M. mondury e Swarziana
quatripunctata (Figura 5); essas abelhas, em conjunto, realizaram 95,1% das
visitas (Tabela 3).

Entre as moscas, foram observadas sete espécies agrupadas em quatro
géneros (Tabela 3). Esses insetos realizaram um total de 67 visitas as flores. A
maior frequéncia de visitas foi de trés espécie®dgptamus, essas moscas, em

conjunto, realizaram 91,1% das visitas (Tabgla 3

Tabela 3. Insetos visitantes e nimero e porcentagem de visitas por inseto em
flores dePiper caldense na Mata do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

_ _ Numero de
Ordem/ Familia/ Espécies o Porcentagem
visitas
Hymenoptera/ Apidae
Apis mellifera Linnaeus, 1758 127 36,39
Melipona quadrifasciata Lepeletier, 1836 50 14,33
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Melipona bicolor Lepeletier, 1836 45 12,89

Trigona spinipes (Fabricius, 1793) 40 11,46
Melipona mondury Smith, 1863 36 10,32
Schwarziana quadripunctata Lepeletier, 1836 34 9,74
Tetragona elongata (Lepeletier & Serville, 1828) 9 2,58
Tetragonisca angustula (Latreille, 1825) 8 2,29

Total 349 100

Diptera/ Syrphidae

Ocyptamus sp.1 43 64,18
Ocyptamus sp.2 11 16,42
Ocyptamus sp.3 7 10,45
Salpingogaster sp.1 2 2,99
Toxomerussp.1 2 2,99
Ocyptamus sp.4 1 1,49
Argentinomyia sp.1 1 1,49
Total 67 100

Figura 5. Himenopteros visitantes das espigasRijger caldense, na Mata do
Paraiso, Vicosa, Minas Gerais, Brasil. Melipona mondury, espécie vibradora
pousada sobre a espiga. 8hwarziana quadripunctata, espécie nao vibradora
pousada sobre a espiga.
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As abelhas iniciaram as visitas por volta das 8 h, que se prolongaram até as
16 h. Foi observado um pico de visitacdo entre 9 e 12 h e um pico menor as 15 h
(Figura 6). Os horarios e os picos de visitacdo das moscas foram semelhantes aos
das abelhas, diferindo apenas em relacdo ao namero de visitas (frigura 7
Aps meliera
Melpons Quacnfasciala
Malpons bicokor

Trgons spnpes
Melpons mondury
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Figura 6. Numero médio de visitas dos himenoptexosPiper caldense na Mata
do Paraiso.
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Figura 7. Numero médio de visitas dos dipters Piper caldense na Mata do
Paraiso.
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As abelhas apresentaram comportamentos de visita distintos. Os
individuos deMelipona quadrifasciata, M. bicolor, M. mondury pousavam sobre
a espiga e vibravam as anteras das flores em antese para remover o podlen. As
demais abelhas pousavam sobre a espiga sem vibrar e com o auxilio das pecas
bucais e pernas, retiravam o pélen das anteras, e as vezes caminhavam sobre as
flores para acessar outras flores. Posteriormente, as abelhas realizavam a limpeza
do corpo na regido ventral e nas patas, transferindo o recurso coletado para as
corbiculas. Ao final da coleta, as corbiculas apresentavam-se repletas de polen,
com formato de esferas de cor branca. Esses insetos visitaram trés a cinco
inflorescéncias por planta. As visitas duraram até 10 segundos por espiga.

O comportamento de visita das moscas foi similar entre si, visitando varias
flores por espiga e permaneceram por cerca de 20 a 35 segundos em cada
inflorescéncia. Durante essas visitas, os sirfideosavoae fronte as espigas
antes de aborda-las. Ao pousar, os dipteros caminham sobre a inflorescéncia e
simultaneamente realiza movimentos abdominais para cima e para baixo
contatando a espiga com o abdémen, onde posteriormente foi observado o pélen.
Apés a coleta, os dipteros faziam rapidos movimentos de limpeza do corpo. Os
sirfideos Toxomerus sp.1 e Argentinomyia sp.1 foram vistos ocasionalmente
coletando polen.

O comportamento de visita, os horarios das visitacdes e os locais de
deposicdo dos graos de polen nos corpos dos insetos indicam que os dois grupos
de visitantes florais, em especial as abelhas, sdo polinizadores efetivbs de
caldense.

4. DISCUSSAO

A morfologia floral deP. caldense é semelhante a de outras espécies de
Piper neotropicais (Yuncker, 1972; 1973; Tebbs, 1993). A presenca de flores
hermafroditas é considerada basal na familia (Tebbs, 1993) e é uma das
caracteristicas que define o clado das espécies neotropicais de Piperaceae
(Jaramilloet al., 2008). No entantd?. caldense apresentou dois tipos de espigas,
cada uma com um morfo floral, hermafrodita ou estaminado. Nesse caso, as

espigas com flores estaminadas devem ampliar a funcdo masculina (doacédo de
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pélen) em relacdo a feminina (producdo de semente). Adicionalmente, também
pode estar relacionada a atracao de polinizadores, tal como € sugerido por Miller
& Diggle (2003), visto que o polen é o unico recurso floral.

Espigas com flores hermafroditas e com flores estaminadas nhum mesmo
individuo caracteriza a andromonoigensu Richards (1997). Essa expresséo
sexual foi observada em outras duas espécies neotropidaiiged€¢Figueiredo &
Sazima, 2000; Silva, 2013). Entretanto, a presenca de individuos que produzem
apenas espigas com flores estaminadas, além dos andromonoicos, é aqui
registrada pela primeira vez no género. Inexiste uma expressao que defina essa
combinacdo entre individuos andromonoicos, que é uma expressdo monomorfica
(observado em um individuo), e individuos masculinos. De acordo com a
terminologia de Sakai & Weller (1999), a populacddPdealdense € dimorfica,
pois possui individuos com dois morfos sexuais.

A protoginia incompleta, como observado Emcaldense, também foi
descrita para outras espécies do género (Figueiredo & Sazima, 2000; Silva, 2013).
A separacédo temporal das fun¢des dos verticilos reprodutivos € considerada uma
estratégia que favorece a polinizacdo cruzada (Lloyd & Webb, 1986; Richard
1997; Barrett, 2003). Nao obstante, a protoginia incompleta nao evita a
autopolinizagdo, por causa da fase bissexuada da flor. Nesse caso, a
autoincompatibilidade, tal como verificada, € uma estratégia associada a
dicogamia parcial que evita a autopolinizacdo. Figueiredo & Sazima (2000)
observaram essa combinacao, protoginia incompleta e autoincompatibilidade, em
seis espécies do sudeste brasileiro. Fleming (1985) sugeriu que as espécies
neotropicais d®iper restritas ao interior de florestas umidas sdo autocompativeis,
compensando menor namero de visitantes. O nosso resultado é contrario a
sugestao desse autor, demonstrando alternativas reprodutivas entre essas plantas.

Estigmas longevos (pelo menos quatro dias) parecem favorecer a
protoginia incompleta, semelhante ao observadoPRemicosanum por Silva
(2013). Outra semelhanca com essa espécie e a aqui estudada é a exposicao e a
senescéncia das papilas estigmaticas de forma gradual e sequencial, em sentido
basipeto. Silva (2013) foi pioneiro nessas observacfes e comentou que outros

estudos com analises micro-morfolégicas, que sdo raramente realizados, trariam
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informacdes semelhantes as citadas anteriormente. Nossos resultados
confirmaram as suposi¢des desse autor.

A sequéncia assincrona de liberacdo do polen Rentaldense foi
caracteristica também descrita por Silva (2013)Pemcosanum. A liberacédo de
pélen por cada estame em diferentes épocas deve ser vantajosa para a espécie,
pois fica ampliado o periodo de oferta desse recurso na flor, ampliando também as
chances de polinizacdo cruzada.

Os atributos da biologia floral somados a frequéncia e horario de visitas

dos insetos mostraram gRecaldense é entomofila, assim como é a maioria das
espécies dePiper (Martin & Gregory, 1962; Semple, 1974; Fleming, 1985;
Figueiredo & Sazima, 2000; Thomazini & Thomazini, 2002; Kikuehial.,
2007). Ocorreu a sobreposicao entre o horario predominante de liberacéo de pdlen
pelas flores e os horérios de maior visitagdo das abelhas e dos dipteros. Essa
sobreposicdo parece favorecer a espécie estudada, considerando que ela é
autoincompativel e, portanto, depende de polinizadores. Os dados sobre a riqueza
de espécies de insetos e o seu comportamento de visita reafirmam que os
himendpteros foram os principais polinizadore® dealdense.

Apis mellifera e Melipona quadrifasciata, as abelhas mais frequentes
observadas nas espigas, sao sociais e poliléticas e, por isso, exploram recursos
florais de diversas espécies vegetais (Minussi & Alves-Santos; Rogueira &
Augusto, 2007), incluindo o da espécie estudada. A ocorrén&acdfdense em
areas abertas, como bordas de mata, onde a incidéncia luminica € maiogt(Thies
al., 1998), pode ter favorecido a visitacdo desses insetos, observados comumente
nessas condicoes.

A menor frequéncia de visita dos sirfideos indica que séo polinizadores
secundarios. Essas moscas comumente se alimentam deGifdernt,(198) e a
floracdo deP. caldense em época de menor disponibilidade desse recurso (estacdo
seca) pode ter favorecido a presenca desses insetos em suas flores. De fato, a
atividade dos insetos em flores estd mais relacionada a disponibilidade dos
recursos florais, que pode ser afetada pelas condicbes ambientais (Gilbgrt, 1981

Além da entomofilia, ha relatos de anemofilia e de ambofilia em espécies
de Piper (Martin & Gregory, 1962; Figueiredo & Sazima, 2000). Entretanto,
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inexistem estudos detalhados que comprovem a polinizagdo abidtica nessas

plantas. EnP. caldense, a anemofilia foi descartada pelos seguintes motivos: 1)

ha visitacdo abundante de insetos, com comportamento de visita que favorece a

polinizacdo cruzada; 2) a permanéncia dos gréos de polen sobre as anteras, de um

dia para o outro, mostrando que o vento ndo atua como agente dispersor de pdlen.

5. CONCLUSOES

e Piper caldense possui dois morfos florais: estaminado e hermafrodita;

e Cada morfo encontra-se em espigas distintas: as espigas sao observadas
num mesmo individuo, caracterizando a andromonoicia, ou o individuo
possui apenas espigas estaminadas, caracteristica inédita entre espécies de
Piper;

e As espigas com flores hermafroditas apresentam, em média, mais flores do
gue as com flores estaminadas;

e A antese das espigas com flores estaminadas antecede a antese das
espigas com flores hermafroditas:

e HA& protoginia incompleta e a exposicdo e senescéncia das papilas
estigmaticas ocorre de forma gradual e sequencial, em sentido basipeto;

e A fase bissexuada da flor inicia-se com a liberacao de pélen, que ocorre na
sequéncia 1, 1, 1 e 1 (um estame por vez), em quatro dias consecutivos,
tanto nas espigas com flores estaminadas quanto nas com flores
hermafroditas;

e Ha autoincompatibilidade e, portanto, dependéncia por polinizadores para
gue ocorra a frutificacao;

e Os polinizadores sao, principalmente, abelhas sociais, que coletam pdlen,

o Unico recurso oferecido.
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