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Apresentagéo

O dominio da Floresta Atlantica se compde de multiplas fitofisionomias; conjuntos de
ecossistemas intrinsecamente associados como manguezais, restingas e rios contiguos aos
remanescentes florestais. A Floresta Atlantica Nordestina corresponde a uma faixa de 80 km de
florestas que cobriam 56.400 km? de éreas ao norte do rio S&o Francisco, equivalente a 4,3% da
Floresta Atlantica brasileira original. Dessa porg¢éo, restam pouco mais de 2% da vegetacao original,
atualmente formada por fragmentos florestais de reduzido tamanho (<500 ha) e elevado grau de
isolamento. Entre os ambientes associados a Floresta Atlantica Nordestina, 0s cOrregos e rios
encontram-se entre 0s mais ricos e ameacados, por pressao de uso, poluicdo e manejo inadequado.
Diante desse cenario, é necessario embasar 0 manejo e protecdo destes ecossistemas aquaticos, a
partir do conhecimento cientifico, direcionando tomadas de deciséo.

Na regido neotropical, nosso conhecimento sobre aos grupos biologicos tipicos desses
bidtopos aquéaticos encontra-se em nivel de classificacdo e levantamento de espécies. Nesse
contexto, as hidrofitas estdo entre os grupos mais negligenciados cientificamente. Embora
reconhecidas quanto a sua importancia para: (a) manutencdo da estrutura fisica de mananciais
utilizados no abastecimento humano; (b) produtividade primaria; (c) producéo de oxigénio; e (d)
manutencdo da biodiversidade aquatica e ecotonal, conhecemos a maioria destas plantas apenas por
descricBes taxondmicas. Estudos ecologicos, incluindo pesquisas sobre reproducdo, em plantas
aquaticas sdo escassos, impossibilitando a visualizacdo de padrdes gerais. Trabalhos que
contemplem tais aspectos sdo fundamentais ao entendimento: (1) da dindmica populacional; (2) das
relacBes evolutivas; (3) para planos de manejo e conservacéo e (4) utilizacdo comercial. Apesar de
nossa caréncia de conhecimento, é possivel perceber entre as hidrofitas ampla diversidade de
sistemas de polinizacdo, possivelmente a mais elevada dentre as angiospermas.

Podostemaceae sdo reodfitas submersas restritas a ambientes de cachoeiras com dindmica
hidroldgica de ampla flutuacdo sazonal do nivel das dguas. Sua plasticidade estrutural e fendtipica
confere a estas hidréfitas extrema adaptabilidade e dominancia em ambientes reo6filos indspitos para
a maioria das espermatdfitas. No neotropico, formam extensos prados subaquéaticos em aguas com
baixa produtividade, respondendo pela producdo do carbono autdctone, fonte abundante de
alimento para a rica biota associada. A crescente destruicdo destes ecossistemas aquaticos tornou
algumas Podostemaceae ameacadas de extincdo, a exemplo de Mourera fluviatilis Aubl. e
Podostemum saldanhanum (Warm.) Philbrick & Novelo, que atualmente figuram na Lista Oficial

das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extincao.
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As Podostemaceae se destacam também pela escassez de dados sobre aspectos reprodutivos.
Nosso conhecimento acerca dos sistemas de polinizacdo, cruzamento, ocorréncia de
autocompatibilidade e tipos de polinizadores é incipiente para essa familia. Os poucos estudos de
caso existentes sugerem que a autogamia predomina e que a anemofilia é o principal sistema de
polinizacédo, pois, apesar de submersas, as Podostemaceae apresentam floracdo emersa. O ciclo de
vida de seus representantes € modulado pelo nivel das aguas dos rios, cuja diminui¢do na estacao
seca permite a exposicdo das flores aos agentes polinizadores. Esse padrdo fenolégico explosivo
atrai ampla gama de visitantes florais, principalmente insetos ant6filos menos especializados como
algumas espécies poliléticas de Apinae e Halictinae (Hymenoptera: Apidae). Evidéncias
experimentais recentes, no entanto, indicam que a alogamia mediada por insetos e vento (ambofilia)
e mecanismos de auto-incompatibilidade parcial podem ser comuns nessas macrofitas aquaticas.
Tais observacfes vao de encontro a reconhecida autogamia comum em plantas aquaticas,
interpretada como resposta a situacfes ecoldgicas desfavoraveis a polinizacdo cruzada atribuidas a
esse meio.

Em funcdo dessa dindmica ambiental extrema, a floracdo e frutificacdo nesta familia ¢
abundante, mas rapida e extremamente sazonal, dificultando as pesquisas. Correntezas rapidas e
fortes, sol pleno, sitios rochosos em areas florestais densas, de dificil acesso e distantes de
agrupamentos humanos sédo condi¢cbes comumente enfrentadas pelos pesquisadores que buscam
conhecer estas plantas. Ao mesmo tempo, as técnicas de cultivo in vitro ndo permitem aos
pesquisadores acessarem determinadas informacdes, tais como mecanismos de incompatibilidade e
crescimento de tubos polinicos em laboratério.

A presente tese tem por objetivo geral descrever a antecologia de espécies de Apinagia
Tulasne, Tristicha trifaria (Bory ex Willd.) Spreng. e M. fluviatilis em rios associados a Floresta
Atlantica Nordestina, além investigar a fenologia, os mecanismos de polinizacdo e os sistemas de
cruzamento. Os objetivos supracitados foram determinados a partir das seguintes hipoteses gerais:
() O padrao fenoldgico e a regularidade fenoldgica das espécies de Apinagia € Explosivo e Anual e
Regular, respectivamente; (1) Os insetos visitantes florais sdo abelhas poliléticas das subfamilias
Apinae e Halictinae; (I11) As Podostemaceae sdo autocompativeis, mas apresentam maior sucesso
reprodutivo a partir de polinizacdes cruzadas e ;(1V) a ambofilia é o sistema de polinizacdo nestas
espécies. Para tanto, me embasei em: (1) ampla revisdo de literatura; (2) descricdes morfoldgicas e
investigacdes de biologia floral e; (3) evidéncias experimentais sobre os sistemas de cruzamento e
mecanismos de polinizacdo. Essas informagdes, acompanhadas de discussdes e conclusdes

preliminares seréo apresentados em cinco capitulos a sequir.



SOBRAL LEITE, M. (2013). Antecologia de Podostemaceae em Ecossistemas Aquéticos... 4

Capitulo 1

Sistemas reprodutivos, polinizacéo e visitantes florais em Podostemaceae:

uma revisao com énfase nos taxons neotropicais

Manuscrito a ser submetido ao periodico “The Botanical Review”
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Resumo Dentre os grupos funcionais de angiospermas, as plantas aquaticas apresentam ampla
diversidade de estratégias reprodutivas e de polinizagdo. A escassez de pesquisas, no entanto,
impossibilita a visualizacdo de padrGes. Podostemaceae se destaca entre as aquéaticas menos
conhecidas quanto a esse aspecto. Referéncias classicas postulam que variagbes morfo-estruturais
das flores repercutem nos sistemas de polinizacdo, sendo Podostemoideae entomofilas e
Tristichoideae anemofilas e autdgamas. Nossos objetivos foram rever na literatura informac6es
sobre os aspectos reprodutivos e de polinizacdo em Podostemaceae, respondendo as questdes: (1)
quantas espécies tém inferéncias sobre sistemas reprodutivos e de polinizacdo?; (2) quais sdo seus
visitantes florais?; e (3) tipos de estratégias reprodutivas e mecanismos de polinizacdo caracterizam
subfamilias ou regibes geogréaficas? Encontramos informacdes para 73 espécies de 28 géneros das
duas subfamilias, sendo 68 espécies e 23 géneros pertencentes a Podostemoideae e cinco espécies e
cinco géneros a Tristichoideae. Apinagia (11 spp.), Ledermanniella (8 spp.), Rhyncholacis (6 spp.)
e Zeylanidium (5 spp.), tendo Cladopus, Marathrum e Polypleurum (quatro espécies cada) foram os
genéros com mais informacGes. Trinta e duas espécies (43.8%) apresentaram dados sobre sistema
de polinizagdo. Apinagia glaziovii, A. richardiana A. riedelii, Apinagia sp., L. quangensis, M.
rubrum, Mourera fluviatilis e D. ceylanica foram consideradas amboéfilas. Encontramos 24 insetos
visitantes florais entre espéecies (16), géneros (13) e familias (7) pertencentes a quatro ordens:
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e Odonata. Reunidas estas informacfes chegamos as seguintes
conclusdes: (1) A variacdo na altura do androceu descrita para algumas spp. neotropicais - morfos
florais “longistaminados” e “brevistaminados” - provavelmente favorece a polinizacdo cruzada. (2)
A ampla superficie recoberta por papilas estigmaticas exerceria funcdo-chave na captacdo de graos
de polen transportados pelo vento. (3) Espécies entomofilas apresentam caracteristicas florais
especificas (e.g. estames vistosos e chamativos e odor), assim como aquelas predominantemente
anemofilas; (4) Os varios registros de mais de um sistema de polinizacdo dentro de uma mesma
espécie, indica que ambofilia seja estratégia relevante em Podostemaceae; (5) Contrastando com as
demais familias de plantas aquaticas, Podostemaceae utilizam estratégias reprodutivas e de
polinizacdo generalistas. Dentre as quais, a ambofilia e, possivelmente estratégias de cruzamento

misto.

Palavras-chave alogamia autogamia cleistogamia entomofilia anemofilia ambofilia sistemas de

cruzamento misto “crossing flowers” polinizadores



SOBRAL LEITE, M. (2013). Antecologia de Podostemaceae em Ecossistemas Aquaticos... 7

Introducéo

Dentre os varios grupos funcionais de angiospermas, as plantas aquaticas apresentam a maior
diversidade de estratégias reprodutivas e de polinizacdo (Sculthorpe, 1967; Cook, 1988; 1990;
Philbrick, 1988; Barrett et al., 1993; Grace, 1993; Philbrick & Les, 1996). Propagacdo clonal
intensiva e de variados tipos (Sculthorpe, 1967; Hutchinson, 1975; Grace, 1993), alternada a
mecanismos evolutivamente derivados de polinizacdo sdo encontrados entre as hidrofitas (Barrett,
1988; Osborn & Schneider, 1988; Vieira & Lima, 1997; Carvalho & Schlindwein, 2011; Sobral-
Leite et al., 2011). Estreitas relagdes co-evolutivas com polinizadores como oligolectia (Vieira &
Lima, 1997; Carvalho & Schlindwein, 2011), sistemas de cruzamento complexos, e.g. heterostilia
(Barrett, 1988; Barrett et al., 1993), hidrofilia (Cox & Knox, 1988; Les, 1988; Philbrick, 1988) e
ambofilia (Osborn & Schneider, 1988; Gupta & Sehgal, 2009; Sobral-Leite et al., 2011) s&o
descritos para estas plantas. Tais estratégias reprodutivas podem ainda divergir marcadamente entre
taxons filogeneticamente relacionados (Cook, 1988; Philbrick & Les, 1996) ou ocorrer
simultaneamente em uma mesma espécie ou grupo irméo (Sobral-Leite et al., 2011, submetido).

Nosso conhecimento sobre as estratégias reprodutivas de hidréfitas, contudo, se deve
majoritariamente a boas descricbes em poucos estudos (Cook, 1988; Barrett et al., 1993). Embora
importantes para compreensdo das relacfes evolutivas e das dinamicas ecoldgicas (Cook, 1988;
Philbrick, 1988; Barrett et al., 1993; Philbrick & Les, 1996), as pesquisas sobre polinizacdo e
sistemas de cruzamento em hidrofitas sdo escassas, impossibilitando a visualizacdo de padrées
(Barrett et al., 1993).

Entre as familias de angiospermas aquaticas, Podostemaceae se destaca dentre as menos
conhecidas com relacdo aos aspectos reprodutivos (Sculthorpe, 1967; Cook, 1988, 1990; Philbrick
& Novelo, 1995, 1998). Estas redfitas compreendem cerca de 54 géneros e 300 espécies
dulciaquicolas, predominantemente pantropicais (Koi et al. 2012), excetuando-se 0S géneros
Cladopus e Hydrobryum que alcangam as zonas temperadas (Ameka et al., 2003; Philbrick, 2004).
As regides neotropical e tropical africana sdo seus centros de diversidade (Van Royen, 1951;
Ameka et al., 2003), sendo a primeira reconhecida como o centro de origem da familia (Van Royen,
1951). Restritas a ambientes I6ticos de corredeiras e cataratas (Sculthorpe, 1967; Cook, 1990), o
ciclo reprodutivo de seus representantes € determinado pelos ritmos sazonais de cheias e vazantes
dos rios (Cook, 1990; Philbrick & Novelo, 1995). Na estacdo chuvosa, permanecem submersas em
crescimento vegetativo e, durante a estacdo seca, a vazante permite a emersdo destas plantas e a

exposicao de suas flores ao meio aéreo (Willis, 1902; Van Royen, 1951).
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Podostemaceae sensu lato se subdivide em duas subfamilias, Podostemoideae e
Tristichoideae (Philbrick, 2004), sendo atribuido que as variagdes morfo-estruturais das flores entre
elas podem repercutir diferencialmente sobre seus sistemas de polinizagdo (Willis, 1902;
Rutishauser & Huber, 1991; Rutishauser, 1997). Willis (1902) postulou que a poliandria, a
disposicdo dos estames e estigmas e a variacdo no nimero de 6vulos estariam associadas a uma
gradiente de polinizacdo em Podostemaceae, da entomofilia como caréater basal, a anemofilia como
derivado. Rutishauser (1997) argumenta que, nas Podostemoideae neotropicais dos géneros
Apinagia, Mourera e Rhyncholacis, pedicelos e estames de cores vistosas, poliandria e presenca de
compostos aromaticos estariam relacionados a entomofilia. Em Tristichoideae, postula-se que a
autogamia casmdgama, a cleistogamia, além da anemofilia sejam tipicas (Arber, 1920; Grubert,
1974; Rutishauser & Huber, 1991; Rutishauser, 1997). Inferéncias sobre os sistemas reprodutivos e
mecanismos de polinizacdo em Podostemaceae podem ser encontradas dispersas em diferentes tipos
de estudo. Por exemplo, pesquisas sobre morfologia, disposicdo e meristica de partes florais (e.g.
Philbrick & Bogle, 1988; Khosla & Mohan Ram, 1993), palinologia e razdo pdlen-évulo (e.g.
Okada & Kato, 2002; Passarelli et al., 2002) e estudos de caso (Philbrick, 1984; Philbrick &
Novelo, 1998; Khosla et al., 2000; 2001; Gupta & Sehgal, 2009; Sobral-Leite et al., 2011) auxiliam
na compreensdo dos aspectos reprodutivos dessa familia. A este respeito, Rutishauser (1997) reviu
muitos aspectos relacionados a biologia reprodutiva de Podostemaceae a partir de um ponto de vista
morfologico das flores.

Logo, nossos objetivos foram rever na literatura informacGes sobre o0s aspectos reprodutivos
e de polinizacdo em Podostemaceae, respondendo as questdes: (1) quantas espécies tém inferéncias
sobre sistemas reprodutivos e de poliniza¢do?; (2) quais s@o seus visitantes florais?; e (3) quais tipos
de estratégias reprodutivas e de mecanismos de polinizacdo caracterizam subfamilias ou regifes
geogréaficas? Também discutimos o papel dos atributos florais e visitantes para os sistemas de
cruzamento na familia, comparando nossos resultados com os das demais angiospermas aquaticas e

terrestres.

Material e métodos

Criacdo do banco de dados

Construimos um banco de dados a partir de quatro fontes bésicas de informagdes: estudos (1) de

biologia reprodutiva e polinizagéo; (2) morfologia, anatomia e ontogenia de flores e partes florais;

(3) ecologia e histéria natural e (4) taxonomia. Além destas fontes, utilizamos ainda: (5) analises de
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espécimes dos herbarios UFP, PEUFR, IPA, HUEFS, UFRN, SPF, e SP (Thiers, continuously
updated). Submetemos 0 nome das espécies a uma cuidadosa revisdo de sinonimia e padronizamos
a grafia de acordo com os tratamentos taxondémicos mais recentes (Van Royen, 1951, 1953, 1954;
Hollander & Berg 1983; Rye, 1990; Cusset, 1992; Kadono & Usui, 1995; Mathew & Satheesh,
1997; Kato & Kita, 2003; Kato et al., 2003; Ke et al., 2003; Rutishauser et al., 2004; Philbrick &
Novelo 2004; Novelo et al., 2009; Philbrick et al., 2009, 2010; Tippery et al., 2011). Para a grafia
dos demais taxons ndo contemplados em tais estudos seguimos The Plant List (2012).

Classificacao do sistema reprodutivo, polinizacdo e visitantes florais

Classificamos as Podostemaceae com relagdo aos sistemas reprodutivos, em quatro categorias
bésicas: (1) autbgamas: espécies com descricdo de campo, indicando autopolinizacdo espontanea
em qualquer fase da antese (sensu Lloyd & Schoen, 1992) ou cujos dados morfolégicos, anatdmicos
ou de razdo pdlen-ovulo evidenciem autogamia; (2) alégamas: espécies com descricdo de campo,
indicando recepcao de pdlen no estigma oriundo de flores diferentes, do mesmo ou de diferentes
individuos (sensu Faegri & Pijl, 1979) ou cujos dados de razdo polen-évulo indiquem alogamia
(veja Okada & Kato, 2002); (3) cleistbgamas: especies com registros de formacdo de frutos e
sementes a partir de botdes com espatela irrompida (sensu Rutishauser, 1997) ou cujos dados de
razdo poélen-dvulo evidenciem cleistogamia (veja Okada & Kato, 2002); e (4) agamospérmicas:
espécies com registros de formacdo de sementes sem a participacdo dos graos de pdlen (sensu
Richards, 2003). Caso ocorressem citagcdes diferentes dos sistemas reprodutivos supracitados para
uma mesma espécie, classificamos a espécie em mais de uma categoria.

Com relacdo aos sistemas de polinizacdo, classificamos as Podostemaceae em trés
categorias basicas: (1) anemofilas: espécies com registros de utilizagdo do vento como vetor de
polen; (2) entomofilas: espécies com registro de insetos visitantes florais ou que interagissem de
outra forma que levasse a polinizacdo; e (3) ambofilas: espécies cujos registros indiqguem a atuacao
de vetores bidticos (e.g. abelhas, besouros ou moscas) e do vento em seu sistema de polinizacéo
(Stellemann, 1984; Culley et al., 2002).

Incluimos os visitantes florais como abelhas, besouros, moscas e libélulas com registros na
bibliografia levantada. Para as abelhas, submetemos o nome das espécies a uma revisao de
sinonimia e padronizamos a grafia de acordo com Moure (2012). Para os demais taxons de

visitantes florais, seguimos o Species Link (2012) para a grafia dos nomes.

Analises estatisticas
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Para verificar a existéncia de diferenca significativa entre as frequéncias de sistemas reprodutivos e
de polinizagdo inferidos pela literatura, utilizamos o Teste Qui-quadrado para heterogeneidade (Zar,
1996). Efetuamos essas anélises no ambiente R Development Core Team (2012).

Resultados

Registros de biologia reprodutiva em Podostemaceae

Encontramos informag6es sobre biologia reprodutiva para um total de 73 espécies de 28 géneros
das trés subfamilias, sendo 68 espécies e 23 géneros pertencentes a Podostemoideae, quatro
espécies e quatro géneros a Tristichoideae e a Weddellinioideae monotipica Weddellina squamulosa
Tul. (Tabela 1). Os géneros mais bem representados foram: Apinagia (11 spp.), Ledermanniella (8
spp.), Rhyncholacis (6 spp.) e Zeylanidium (5 spp.), tendo Cladopus, Marathrum e Polypleurum
quatro espécies cada. Quarenta e trés por cento das espécies (30 spp.) sdo neotropicais, 34.2% (25
spp.) nativas da Asia/Austrélia e 26% (18 spp.) da Africa/Madagascar.

Detectamos diferenca significativa (x°= 88.25, df = 6, p < 0.001) na proporcao dos sistemas
reprodutivos inferidos a partir da literatura (Fig. 1). Houve diferenca significativa na proporcéo de
espécies em relacdo a riqueza regional, com inferéncias reprodutivas (ver Koi et al. 2012) para
Tristichoideae (y3? = 64.1148, df = 2, p < 0.001) e ndo para Podostemoideae (Fig. 2). Tristicha
trifaria (Bory ex Willd.) Spreng. (Tristichoideae) foi a Unica espécie registrada para os Neotropicos
e Africa/Madagascar.

Trinta e duas espécies (43.8% do total) apresentaram informacgdes sobre o sistema de
polinizacdo (Tabela 2). Destas, 21 espécies de 13 géneros (19 spp. de 11 gen. para Podostemoideae)
tem registros de anemofilia, 19 espécies de sete géneros (duas spp. de dois gen. de Tristichoideae)
para entomofilia. Apinagia glaziovii (Warm.) P.Royen, A. richardiana (Tul.) van Royen, A. riedelii
(Bong.) Tul., Apinagia sp., Leiothylax quangensis Warming, Marathrum rubrum Novelo &
Philbrick, Mourera fluviatilis Aubl. (Podostemoideae) e Dalzellia ceylanica (Gardner) Wight
(Tristichoideae) tiveram registros de ocorréncia de ambos os modos de polinizacdo. Houve
diferenca significativa (x* = 6.125, df = 2, p < 0.001) entre as proporcdes de espécies anemofilas,

entomofilas e que possuem registros de ambos os sistemas de polinizacao (Fig. 3).

Visitantes florais em Podostemaceae



SOBRAL LEITE, M. (2013). Antecologia de Podostemaceae em Ecossistemas Aquaticos... 11

Ampla gama de insetos figurou entre os visitantes florais e polinizadores de Podostemaceae (Fig.
4). Os primeiros registros de visitantes florais na familia foram feitos nos primérdios do século XX,
concomitantes as pesquisas taxondmicas e de morfologia floral. A partir de observacdes
naturalisticas no Ceildo (atual Sri Lanka) e no Brasil, o boténico inglés J.C. Willis fez as primeiras
consideragOes sobre visitantes florais no grupo.

Aqui, reconhecemos um total de 24 taxons da Classe Insecta entre espécies (16), géneros (13) e
familias (7) pertencentes a quatro ordens: Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e Odonata (Tabela 3).
Entre os visitantes florais, Melipona e Trigona (Hymenoptera; Apidae) foram os mais ricos com
quatro espécies cada, sendo Tetragona clavipes (Fabricius, 1804) e Apis mellifera Linnaeus, 1758
(Apidae) os visitantes mais freqlientes com registros em cinco e quatro espécies de Podostemaceae,
respectivamente (Tabela 3). Representantes das ordens Coleoptera (e.g. Hauman, 1948; Léonard,
1993; Léonard & Dessart, 1994), Diptera (e.g. Mukkada, 1969; Rutishauser & Grubert, 2000;
Sobral-Leite et al., submetido, dados ndo publicados), Hymenoptera (Went, 1926; Gessner &
Hammer, 1962; Grubert, 1974; Okada & Kato, 2002; Sobral-Leite et al., 2011) e Odonata (Sobral-
Leite et al., submetido, dados ndo publicados) foram os mais freqlentes (Tabela 3). Tais registros
estdo, em sua maioria, concentrados em taxons neotropicais, sendo conhecidos nos paleotrépicos
apenas os trabalhos de Mukkada (1969) para Asia (india) e, para a Africa, Hauman (1948), Leonard
(1993) e Léonard & Dessart (1994).

Willis (1902) postulou que em espécies neotropicais da familia de flores fragrantes e
perigdnio vistoso, a exemplo de Weddellina squamulosa (Weddellinoideae), a visita de insetos
(provavelmente abelhas) seria abundante. Registros pontuais de abelhas nas flores de
Podostemaceae sdo frequentes (e.g. Went, 1926; Gessner & Hammer, 1962; Grubert, 1974; Okada
& Kato, 2002; Sobral-Leite et al., 2011).

Entre as espécies visitadas por abelhas estdo Apinagia staheliana (Went) van Royen (Went,
1926), Rhyncholacis penicillata Matthiesen e Weddellina squamulosa Tul. (Gessner & Hammer,
1962) e R. hydrocichorium Tul. (Tavares, 1997). Conforme Tavares (1997), Rhyncholacis
hydrocichorium do rio Urubu, Amazénia brasileira, tem visitas assiduas as flores por Apis mellifera
L., Centris sp. e Geotrigona. A autora descreve ainda a mudanca de coloracdo dessas flores, apds a
visita das abelhas, passando de brancas para cremes (Tavares, 1997).

Dados sistematicos de frequéncia de visitantes florais em Podostemaceae, entretanto, foram
obtidos recentemente a partir dos estudos com M. fluviatilis (Sobral-Leite et al., 2011) e A.
richardiana (Tul.) P.Royen (Sobral-Leite et al., submetido) no NE do Brasil. As populagdes de M.
fluviatilis dos rios Pirangi e Ipojuca tém suas flores visitadas com frequencia por A. mellifera,

Trigona spinipes Fabricius, 1793 (Apinae), Augochlora sp. e Augochloropsis sp. (Halictinae) que
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coletam pélen durante todo o periodo de floracdo, que vai de setembro a dezembro (Sobral-Leite et
al., 2011). Por sua vez, os besouros foram os visitantes florais menos frequentes, com poucos
registros pontuais para a Africa (Hauman, 1948; Léonard, 1993; Léonard & Dessart, 1994) e NE do
Brasil (Sobral-Leite et al., dados ndo publicados). Torridincola rhodesica Steffan (Coleoptera:
Torridincolidae) foi considerada polinizador efetivo de Leiothylax quangensis (Engl.) Warm.
(Podostemoideae) no Zaire (Léonard, 1993; Léonard & Dessart, 1994). Para o NE do Brasil, Sobral-
Leite et al. (dados ndo publicados) registraram a visita de espécimes de Coccinellidae e Erotylidae
em Apinagia spp. O exame de pdlen aderido as partes ventrais dos corpos destes insetos, juntamente
a observacbes de seu comportamento de visita, sugerem que sejam polinizadores ocasionais
(Sobral-Leite et al., dados ndo publicados). Embora representantes de Diptera sejam vistos nas
flores destas hidrofitas (Mukkada, 1969; Rutishauser & Grubert, 2000; Sobral-Leite et al.,
submetido, dados ndo publicados), nossas observacgdes sistematicas de visitantes florais indicam que
seus papéis como polinizadores sdo irrelevantes (Sobral-Leite et al., submetido; dados nao
publicados). Os taxons de Diptera registrados permanecem a maior parte do tempo parados sobre as
flores, utilizando-as como suporte e raramente se deslocando entre elas.

Espécies de Telebasis (Coenagrionidae, Odonata) foram observadas nas flores de Apinagia
spp. (A. richardiana, A. glaziovii, A. riedelli e Apinagia sp.) em rios do NE do brasileiro (Sobral-
Leite et al., submetido; dados ndo publicados). Embora ndo desempenhem papel direto na
polinizacdo de A. richardiana, Sobral-Leite et al. (submetido, dados ndo publicados) explicam que a
dispersdo secundaria pelo vento ocasionada pelos constantes pousos sobre os pedicelos (Fig. 4 f)
promovida por estas libélulas possam desempenhar funcdo na polinizacdo da espécie. Apesar de
artropodes aquaticos ndo serem atraidos por pdlen e néctar (Philbrick & Les, 1996.), o
comportamento das espécies de Telebasis nas flores das Apinagia (Fig. 4 f) indicam o papel destes
insetos como promotores de polinizacdo. Philbrick & Les (1996) explicaram gue insetos aquaticos
utilizam flores para abrigo e acasalamento, podendo desempenhar funcdo na polinizacdo de

hidrofitas ou mesmo exercer pressdes seletivas sobre a evolucao floral.

Sistemas de polinizacdo em Podostemaceae

A anemofilia foi o sistema mais comum, seguida de entomofilia mediada por abelhas,
besouros e moscas (Fig. 3). Por outro lado, sistemas de polinizacdo generalistas, caracterizados pela
atuacdo de vento e insetos concomitantemente (ambofilia) também foram encontrados entre as

Podostemaceae.
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Willis (1902) observou, em campo, a atuagcdo do vento sobre a polinizacdo em Dalzellia
zeylanica (Gardner) Wight, Farmeria metzgerioides Willis, Griffithella hookeriana (Tul.)
Warming, Willisia spp. e Zeylanidium spp. Accorsi (1944) constatou, por outro lado, quantidades
massivas de p6len de Podostemum ovatum C. Philbrick & Novelo (sin. Crenias weddelliana (Tul.)
C.D.K. Cook & Rutishauser) e Wettsteiniola accorsii (Toledo) van Royen carreadas pelo vento. Ele
atribuiu a anemofilia como sistema de polinizacdo largamente atuante nessas espécies (Accorsi
1944).

Crescimento agrupado, alta densidade de flores por unidade de area e pdlen abundante e
dispersavel pelo vento sdo atributos aneméfilos (Regal, 1982), reconhecidos em Podostemaceae
(e.g. Accorsi, 1944; Philbrick & Novelo, 1998; Sobral-Leite et al., submetido, dados ndo
publicados). Para Leiothylax quangensis Warming Hauman (1948) e Léonard (1993), atribuiram um
sistema de polinizacdo que utiliza tanto insetos (polinizagdo por besouros), quanto vento
(anemofilia). A utilizagdo de dois vetores de polen, sendo um bidtico (insetos) e outro abiotico
(vento) caracteriza um sistema de polinizacdo conhecido como ambofilia (sensu Stellemann, 1984).
Mecanismos duais de polinizacdo foram atribuidos também a Dalzellia zeylanica (Gardner) Wight
por Mukkada (1969). A visita massiva de moscas (Diptera) as suas flores, conjuntamente a
observacOes destes insetos dispersando polen, conduziram este autor a concluir que a espécie faz

uso de um mecanismo de polinizacéo que utiliza tanto vento quanto insetos.

Sistemas reprodutivos em Podostemaceae

Os sistemas reprodutivos em Podostemaceae sdo variados, com gradiente que vai desde
cleistogamia com espatela irrompida (Imamura, 1928; Okada & Kato, 2002; Sehgal et al., 2009) a
alogamia por vetores bioticos (Went, 1926; Tavares, 1997; Sobral-Leite et al., 2011) e vento
(Philbrick & Novelo, 1998; Sobral-Leite et al., 2011, submetido, dados ndo publicados). O primeiro
registro sobre sistemas reprodutivos na familia sdo cleistogamia no tipo de Cladopus nymanii
espécie nativa de Java por Moller (1899).

Accorsi (1946) comenta que além do pdlen abundante disperso pelo vento e da alta
densidade de flores de Podostemum ovatum C. Philbrick & Novelo e Wettsteiniola accorsii
(Toledo) van Royen a autopolinizacdo ocorre em funcdo da proximidade entre anteras e estigmas no
final da antese (Fig. 5). Passarelli et al. (2002) consideraram Apinagia glaziovii (Warm.) van
Royen, A. riedelii (Bongard) Tul. e A. yguazuensis Chodat et Vischer espécies autdgamas com base
na baixa atratividade das flores, baixo nimero de grdos de pdlen e proximidade entre 0s 6rgdos

sexuais da flor. Evidéncias experimentais, no entanto, Sobral-Leite et al. (dados ndo publicados)
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mostraram a pdlen carreado pelo vento, além de visita de insetos polinizadores em A. glaziovii e A.
riedelli. Estes resultados sugerem que evidéncias experimentais em mais espécies do género,
sobretudo, das se¢Oes de anteras introrsas e com variagdo no nimero de estames (e.g. Hymenolacis
e Eu-apinagia), poderdo trazer novos registros de ambofilia na familia. Estudando o sistema
reprodutivo de Marathrum rubrum, Philbrick & Novelo (1998) constataram que embora a
autogamia seja predominante, relevante percentual de sementes é formado por polinizacdo cruzada
(10%), sugerindo importancia do componente alégamo em sua manutencdo populacional. Esses
autores alertaram sobre a necessidade de serem efetuados estudos genéticos que possam elucidar
melhor o papel da polinizagdo cruzada para Podostemaceae.

Outras evidéncias foram propostas para indicar os sistemas reprodutivos na familia. Okada
& Kato (2002) propuseram a partir da razdo polen-ovulo (P/O), que espécies que apresentam
valores de log P/O acima de 2.5 seriam aldogamas e abaixo de 2.0 autdbgamas. Com base nestes
dados, as espécies de Tristichoideae seriam autdgamas, enquanto Podostemoideae aldégamas,
autdogamas e cleistogamas. Esses autores, a partir de observacdes naturalisticas de visitantes florais
de Apinagia sp. e Rhyncholacis sp., sugeriram ainda que abelhas Halictinae e espécies dos géneros
Melipona e Trigona (Apidae) seriam responsaveis pela maior parte da polinizacdo. Assim evidéncia
de visitantes aliada ao descritor P/O, indicam que a alogamia seja freqlente entre essas
Podostemoideae (Okada & Kato, 2002).

Morfologia e biologia floral relacionada aos sistemas de polinizacdo

Willis (1902) postulou que em Podostemaceae a variagdo no niumero de ovulos e estames,
estaria relacionada aos mecanismos de polinizacdo das espécies. Flores com poucos 6vulos e
estames de um sO lado, apresentariam anemofilia, enquanto numerosos &vulos e verticilos
completos se relacionariam a entomofilia na familia (Willis, 1902). A este respeito, Rutishauser
(1997) comentou que em espécies de Podostemoideae Neotropicais, e.g. Apinagia, Mourera e
Rhyncholacis as variacdo do nimero de estames sdo condigdes que sugerem a entomofilia. No
entanto, ele prossegue afirmando que em alguns taxa Neotropicais dessa subfamilia (e.g.
Podostemum spp.) estames em um dos lados da flor seria condi¢éo relacionada a anemofilia.

Com base em andlises de MEV das estruturas florais de Apinagia spp. aliadas a evidéncias
experimentais, acessamos outros indicadores do sistema de polinizacdo (Sobral-Leite et al. 2011,
submetido; dados ndo publicados). Amplas areas cobertas de papilas estigmaticas (Fig. 6 & 7),
juntamente com a elevada proporcdo que os estigmas correspondem do pistilo (equivalendo entre
35-50% da altura total do pistilo em A. richardiana) indicam ser este um atributo relevante no

sistema de polinizacdo de Podostemaceae. ApOs testarmos experimentalmente o sistema de
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polinizacdo de A. richardiana (Tul.) P. Royen Aubl, concluimos que as humerosas papilas ao longo
dos estigmas representam adaptacdo para captar pdlen carreado pelo vento (Sobral-Leite et al.,
submetido).

Evidéncias recentes também nos mostram que variagdes florais intra-especificas, funcionais
no sistema de polinizacdo, podem ser mais freglientes entre espécies de Apinagia (Sobral-Leite et
al., submetido, dados ndo publicados) e Mourera (Sobral-Leite et al., 2011). Sobral-Leite et al.
(2011) registraram variagOes intra-populacionais e mesmo intra-individuais nas flores de M.
fluviatilis, tendo “morfos” de estames curtos e longos, refletindo ou ndo a capacidade de
autopolinizacdo em final de antese ou ndo. Para A. glaziovii, A. ridelli, A. richardiana e A. sp.
registramos variacdes semelhantes (Sobral-Leite et al., submetido, dados ndo publicados). Estas
“flores de cruzamento”, caracterizadas pela incapacidade de se autopolinizar ocorrem em outros
grupos de angiospermas (Faegri & Pijl, 1979; Endress, 1994). Variac¢Oes interpopulacionais nas de
Podostemum ceratophyllum também foram registradas (Philbrick & Bogle, 1988; Tavares, 1997).
Foi verificada nesta espécie uma redugdo no tamanho do ovario acompanhada por um aumento no
namero de anteras e altura dos filetes, especialmente em flores com seis ou sete anteras. Estes
autores, concluiram que fatores genéticos mais do que ambientais sdo responsaveis pela formagéo

destes morfos florais de Podostemum ceratophyllum (Philbrick & Bogle, 1988).

Conclusdes e perspectivas

Reunidas estas informacdes chegamos as seguintes conclusdes: (1) A variacdo na altura do
androceu descrita para algumas spp. neotropicais — morfos florais “longistaminados” e
“brevistaminados” provavelmente funciona como mecanismo favorecedor de polinizacdo cruzada.
Os morfos florais brevis, funcionariam como “crossing flowers”, pois a autopolinizacdo em final de
antese ndo poderia ocorrer em funcdo da hercogamia, apenas alogamia. (2) A ampla superficie
recoberta por papilas estigmaticas exerceria funcdo-chave na captacdo de grdos de polen
transportados pelo vento. (3) Espécies entomofilas apresentam caracteristicas florais especificas
(e.g. estames vistosos e chamativos e odor), assim como aquelas predominantemente anemofilas;
(4) Os varios registros de mais de um sistema de polinizacdo dentro de uma mesma espécie, indica
que ambofilia seja estratégia relevante em Podostemaceae (5) Contrastando com as demais familias
de plantas aquaticas, cujas caracteristicas reprodutivas comumente sdo especializadas,
Podostemaceae utilizam estratégias reprodutivas e de polinizacdo generalistas. Entre as quais,
ambofilia e estratégias de cruzamento misto, frequentemente atuando em conjunto numa mesma

espécie.
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Tabela 1. Sistemas reprodutivos — cleistogamia, alogamia e autogamia - de espécies de Podostemaceae e suas respectivas subfamilias.

Subfamilia/espécie

Sistema reprodutivo

Referéncias

Cleistogamia Autogamia Alogamia

Podostemoideae

Apinagia exilis (Tul.) P.Royen ° Gessner & Hammer, 1962

A. glaziovii (Warm.) P.Royen ° ° Passarelli et al., 2002; Sobral-Leite et al.,
dados ndo publicados

A. longifolia (Tul.) P.Royen ° Okada & Kato, 2002

A. multibranchiata (Matthiesen) P.Royen ° Gessner & Hammer, 1962

A. richardiana (Tul.) P.Royen ° ) Sobral Leite et al., submetido

A. riedelii (Bong.) Tul. ° ° Passarelli et al., 2002; Sobral-Leite et al.
dados néo publicados

Apinagia sp. ° ° Sobral-Leite et al., dados ndo publicados

Apinagia sp. 1 ° Okada & Kato, 2002

Apinagia sp. 2 ° Okada & Kato, 2002

A. staheliana (Went) P.Royen ° Went, 1926

A. yguazuensis Chodat & Vischer ° Passarelli et al., 2002

Cladopus japonicus Imamura ° Imamura, 1928; Okada & Kato, 2002

C. nymanii H.Moller ° Moller, 1899; Okada & Kato, 2002

C. queenslandicus (Domin) C.D.K.Cook & Rutish. ° Okada & Kato, 2002

C. taiensis C.Cusset ° Okada & Kato, 2002

Farmeria metzgerioides (Trimen) Willis ex Hook.f. ° Willis, 1902

Griffithella hookeriana (Tul.) Warm. ° ° Willis, 1902; Khosla et al., 2001

Hanseniella heterophylla C.Cusset ° Okada & Kato, 2002

Hydrobryopsis sessilis (Willis) Engl. ° Sehgal et al., 2009

H. griffithii (Wall. ex Griff.) Tul. ° Okada & Kato, 2002

Ledermanniella abbayesii (G.Taylor) C.Cusset ° Taylor, 1953

L. adamesii (G.Taylor) C.Cusset ° Taylor, 1953

L. keayi (G.Taylor) C.Cusset ° Taylor, 1953

L. ledermannii (Engl.) C.Cusset ) Taylor, 1953; Rutishauser et al., 2004

L. musciformis (G.Taylor) C.Cusset ° Taylor, 1953

L. pygmaea (Pellegr.) C.Cusset ° Taylor, 1953

L. tenuifolia (G.Taylor) C.Cusset ° Taylor, 1953

L. variabilis (G.Taylor) C.Cusse ° Taylor, 1953
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Leiothylax quangensis (Engl.) Warm. ° Hauman, 1948; Léonard, 1993; Léonard
& Dessart, 1994

Letestuella chevalieri G.Taylor ° Taylor, 1953

L. tisserantii G.Taylor ° Taylor, 1953

Macropodiella garrettii (C.H.Wright) C.Cusset ° Taylor, 1953

M. macrothyrsa (G.Taylor) C.Cusset ° Taylor, 1953

Marathrum plumosum (Novelo & C. T. Philbrick) C. Rutishauser et al., 1999

T.Philbrick & C. P. Bove

M. rubrum Novelo & C. Philbrick Philbrick & Novelo, 1998; Rutishauser et
al., 1999

M. schiedeanum (Cham.) Tul. Rutishauser et al., 1999

M. tenue Liebm. Philbrick & Novelo, 1997

Mourera fluviatilis Aubl. ) Grubert, 1974; Rutishauser & Grubert,
1999; Okada & Kato, 2002; Sobral-Leite
etal, 2011

M. monadelpha (Bong.) C. T. Philbrick & C. P. Bove Sobral-Leite et al., dados ndo publicados

Oserya coulteriana Tul. Philbrick & Novelo, 1997

O. longifolia Novelo & C. Philbrick Philbrick & Novelo, 1997

Podostemum ceratophyllum Michx. ° Graham & Wood, 1975; Philbrick, 1981,
Philbrick, 1984; Philbrick & Bogle, 1988

P. ovatum C. Philbrick & Novelo Accorsi, 1944

Podostemum sp. Okada & Kato, 2002

P. weddellianum (Tul.) C.T. Philbrick & Novelo ° Philbrick et al., 2006

Polypleurum elongatum (Gardner) J.B. Hall Willis, 1902; Okada & Kato, 2002

P. stylosum var. laciniata (Wight) Hall Willis, 1902; Khosla & Mohan Ram,
1993; Khosla et al., 2000

P. stylosum var. stylosum (Wight) Hall Willis, 1902; Khosla & Mohan Ram,
1993; Khosla et al., 2000

P. submersum J.B.Hall ° Hall, 1971

P. wallichii (R. Br. ex Griff.) Warm. Okada & Kato, 2002

Rhyncholacis hydrocichorium Tul. Tavares, 1997

R. lineares Tul. ° Tavares, 1997

R. macrocarpa Tul.
R. penicillata Matthiesen

Gessner & Hammer, 1962
Grubert, 1974
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Rhyncholacis sp. 1 ° Okada & Kato, 2002

Rhyncholacis sp. 2 ° Okada & Kato, 2002

Saxicolella flabellata (G.Taylor) C.Cusset ° Taylor, 1953

S. marginalis (G. Tayl.) C. Cussett ° Taylor, 1953

Stonesia fascicularis G.Taylor ° Taylor, 1953

S. gracilis G.Taylor ° Taylor, 1953

S. heterospathella G. Tayl. ° Taylor, 1953

Synstylis micranthera (P.Royen) C.Cusset ° Okada & Kato, 2002

Wettsteiniola accorsii (Toledo) P.Royen ° Accorsi, 1944

Willisia arekaliana Shivam. & Sadanand Mohan Ram & Sehgal, 2001

W. selaginoides (Bedd.) Warm. ex Willis ° Willis, 1902; Okada & Kato, 2002

Zeylanidium barberi (Willis) C. Cusset ° Willis, 1902; Arber, 1920;
Subramanyam, 1962; Sculthorpe, 1967;
Okada & Kato, 2002

Z. lichenoides Engl. ° Willis, 1902; Okada & Kato, 2002

Z. maheshwarii C.J.Mathew & Satheesh ° Mathew & Satheesh, 1996

Z. olivaceum (Gardner) Engl. ° Willis, 1902; Okada & Kato, 2002

Z. subulatum (Gardner) C. Cusset ° Willis, 1902; Okada & Kato, 2002

Tristichoideae

Dalzellia ceylanica (Gardner) Wight ° ° Willis, 1902; Mukkada, 1969; Okada &
Kato, 2002

Indotristicha ramosissima (Wight) P. Royen ° Willis, 1902; Rutishauser & Huber,
1991; Khosla et al., 2001; Mohan Ram &
Sehgal, 2001; Gupta & Sehgal, 2009

Malaccotristicha sp. Okada & Kato, 2002

Tristicha trifaria (Bory ex Willd.) Spreng. Okada & Kato, 2002; Sobral-Leite et al.,
dados nédo publicados

Weddellinoideae

Weddellina squamulosa Tul. ° Grubert, 1974; Jager-Zurn, 1997; Okada

& Kato, 2002
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Tabela 2. Sistemas de polinizagdo — anemofilia e entomofilia- de espécies de Podostemaceae e suas

respectivas subfamilias.

Subfamilia/espécie

Sistema de polinizagéo

Referéncias

anemofilia  entomofilia

Podostemoideae

Apinagia exilis (Tul.) P.Royen ° Gessner & Hammer, 1962

A. glaziovii (Warm.) P.Royen ° ° Passarelli et al., 2002;
Sobral-Leite et al., dados
ndo publicados

A. multibranchiata (Matth.) van Royen ° Gessner & Hammer, 1962;
Grubert, 1974

A. richardiana (Tul.) van Royen ° ° Sobral-Leite et al.,
submetido

A. riedelii (Bong.) Tul. ° ° Passarelli et al., 2002;
Sobral-Leite et al., dados
ndo publicados

Apinagia sp. ° ° Sobral-Leite et al., dados
ndo publicados

Apinagia sp.1 ° Okada & Kato, 2002

A. staheliana (Went) van Royen ° Went, 1926; Rutishauser &
Grubert, 2000

Farmeria metzgerioides Willis ° Willis, 1902

Griffithella hookeriana (Tul.) Warm. ° Willis, 1902; Khosla et al.,
2001

Leiothylax quangensis Warming ° ° Hauman, 1948. Léonard,
1993; Léonard & Dessart,
1994

Marathrum plumosum (Novelo & C. T. ° Rutishauser et al., 1999

Philbrick) C. T.Philbrick & C. P. Bove

M. rubrum Novelo and Philbrick ° ° Philbrick & Novelo, 1998;
Rutishauser et al., 1999

M. schiedeanum (Cham.) Tul. ° Rutishauser et al., 1999;
Luna-Ramos et al., 2005

Mourera fluviatilis Aubl. ° ° Sobral-Leite et al., 2011;
Grubert, 1974; Rutishauser
& Grubert, 1999; Okada &
Kato, 2002

M. monadelpha (Bong.) C. T. Philbrick ° Sobral-Leite et al., dados

& C. P. Bove ndo publicados

Podostemum ceratophyllum A. ° Graham & Wood Jr., 1975

Michaux

Podostemum ovatum C. Philbrick & ) Accorsi, 1944

Novelo

Polypleurum elongatum (Gardner) Hall ) Willis, 1902; Okada &
Kato, 2002

P. stylosum (Wight) Hall ° Willis, 1902

Rhyncholacis hydrocichorium Tul. ° Tavares, 1997

R. macrocarpa Tul. ) Gessner & Hammer, 1962

R. penicillata Matthiesen ° Grubert, 1974

Rhyncholacis sp.2 ° Okada & Kato, 2002
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Wettsteiniola accorsii (Toledo) van
Royen

Accorsi, 1944

Willisia selaginoidesWarming ex J.C.
Willis

Willis, 1902; Okada &
Kato, 2002

Zeylanidium lichenoides Engl.
Z. olivaceum Engl.

Z. subulatum (Gardner) Cusset

Willis, 1902; Okada &
Kato, 2002

Willis, 1902; Okada &
Kato, 2002

Willis, 1902

Tristichoideae

Dalzellia ceylanica (Gardner) Wight

Willis, 1902; Mukkada,
1969; Okada & Kato, 2002

Indotristicha ramosissima (Wight) van
Royen

Willis, 1902; Rutishauser &
Huber, 1991; Khosla et al.,
2001; Mohan Ram &
Sehgal, 2001; Gupta &
Sehgal, 2009

Weddellina squamulosa Tul.

Grubert, 1974; Jager-Zirn,
1997
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Ordem/familia/espécie Podostemaceae Referéncia

Coleoptera

Coccinellidae Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii, Sobral-Leite et al., dados n&o publicados
Apinagia sp.

Erotylidae Apinagia sp. Sobral-Leite et al., dados ndo publicados

Torridincolidae

Torridincola rhodesica Steffan

Leiothylax quangensis

Hauman, 1948; Léonard, 1993; Léonard
& Dessart, 1994

Diptera

Muscidae

Musca domestica Linnaeus 1758

Apinagia riedelii, Apinagia sp.

Sobral-Leite et al., dados ndo publicados

Tabanidae

Tabanus spp.

Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii,
Apinagia sp., A. richardiana

Sobral-Leite et al., submetido; Sobral-
Leite et al., dados ndo publicados

Diptera spp.

Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii,
Apinagia sp., A. richardiana, Dalzellia
zeylanica, Marathrum  rubrum, M.
schiedeanum

Mukkada, 1969; Rutishauser & Grubert,
2000; Sobral-Leite et al., submetido;
Sobral-Leite et al., dados ndo publicados

Hymenoptera

Apidae

Apis mellifera Linnaeus, 1758

Apinagia richardiana, Mourera fluviatilis,
M. monadelpha, Rhyncholacis
hydrocichorium

Tavares, 1997; Sobral-Leite et al., 2011;
Sobral-Leite et al., submetido; Sobral-
Leite et al., dados ndo publicados

Centris spp.

Rhyncholacis hydrocichorium

Tavares, 1997

Geotrigona spp.

Rhyncholacis hydrocichorium

Tavares, 1997

Augochlora sp.

Apinagia riedelii, Apinagia sp., A.
richardiana, Mourera fluviatilis

Sobral-Leite et al., 2011; Sobral-Leite et
al., submetido; Sobral-Leite et al., dados
ndo publicados

Augochloropsis sp.

Halictinae spp.

Apinagia richardiana, Mourera fluviatilis

Rhyncholacis sp.

Sobral-Leite et al., 2011; Sobral-Leite et
al., submetido
Okada & Kato, 2002
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Melipona (Melikerria) fasciculata Smith, 1854
M. (Michmelia) fasciata Latreille, 1811

M. (Michmelia) fulva Lepeletier, 1836

M. (Michmelia) scutellaris Latreille, 1811
Melipona spp.

Apinagia hulkiana®, A. secundiflora®
Mourera fluviatilis

Apinagia hulkiana®, A. secundiflora®
Apinagia hulkiana®, A. secundiflora®
Apinagia sp.,, Mourera fluviatilis,
Rhyncholacis sp.

Engel & Dingemans-Bakels, 1980
Went, 1926

Engel & Dingemans-Bakels, 1980
Engel & Dingemans-Bakels, 1980
Okada and Kato, 2002

Partamona cupira (Smith, 1863)

Mourera fluviatilis

Went, 1926

Tetragona clavipes (Fabricius, 1804)

T. ziegleri (Friese, 1900)

Apinagia exilis, A. multibranchiata, A.
staheliana, Rhyncholacis macrocarpa
Apinagia staheliana

Gessner & Hammer, 1962; Grubert, 1974

Went, 1926

Trigona pallens (Fabricius, 1798)
T. spinipes (Fabricius, 1793)

T. williana Friese, 1900
Trigona spp.

Mourera fluviatilis

Apinagia aff. glaziovii, Apinagia sp.,
Mourera fluviatilis

Mourera fluviatilis

Apinagia multibranchiata, Apinagia sp.,
Marathrum rubrum, M. schiedeanum,
Mourera fluviatilis, Rhyncholacis
penicillata, Rhyncholacis. sp., Weddellina
squamulosa

Went, 1926

Sobral-Leite et al., 2011; Sobral-Leite et
al., dados nao publicados

Went, 1926

Went, 1926; Gessner & Hammer, 1962;
Grubert, 1974;  Jager-Zurn,  1997;
Rutishauser & Grubert, 1999; Rutishauser
& Grubert, 2000; Okada & Kato, 2002

Odonata

Coenagrionidae

Telebasis spp.

Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii, A.
richardiana

Sobral-Leite et al., submetido; Sobral-
Leite et al., dados ndo publicados
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Figura 1. Espécies de Podostemaceae por categoria de sistema reprodutivo. Houve diferenca

significativa entre as proporcdes (x’= 88.25, df = 6, p < 0.001).
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Figura 2. Proporcdo da riqueza regional de Podostemaceae (por subfamilia) com inferéncias sobre
aspectos reprodutivos, na América, na Africa/Madagascar e na Asia/Australia. Para nimero total de

espécies em cada regido veja Koi et al. (2012).
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Figura 3. Espécies de Podostemaceae por categoria de sistema de polinizacdo. Houve diferenca

significativa entre as proporcdes (x° = 6.125, df = 2, p < 0.001).
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Figura 4. Visitantes florais de Podostemaceae neotropicais. (A) Apis mellifera Linnaeus, 1758 e
Augochlora sp. (circulo preto) (Hymenoptera: Apidae), forrageando pdlen em M. fluviatilis Aubl.do
NE do Brasil. (B) Forrageamento de pélen de A. mellifera em M. monadelpha (Bong.) C.T.
Philbrick & C.P. Bove do rio Madeira, regido amazonica. (C) Trigona spinipes Fabricius, 1793
(Apidae) polinizador efetivo de M. fluviatilis do rio Pirangi, NE do Brasil. (D) Detalhe de Syrphidae
(Diptera) sobre os estames da flor de M. fluviatilis do NE do Brasil. (E) Simulium sp. (Diptera:
Simuliidae) sobre as anteras de M. fluviatilis no rio Ipojuca, NE do Brasil. (F). Telebasis sp.
(Odonata: Coenagrionidae), tocando (circulo e seta brancos) o pedicelo da flor de Apinagia sp. do
rio Una, NE do Brasil, logo apds o pouso. Barra de escala = 10 mm (A, B, C, D e F). Barra de

escala=5 mm (E).
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Figura 5. Seqiiéncia de antese do botdo a deiscéncia da capsula de (A) Podostemum ovatum C.
Philbrick & Novelo e (B) Wettsteiniola accorsii (Toledo) P.Royen (Podostemoideae) a partir de
observacbes de Accorsi (1944) e estudos de espécimes de herbario (P. ovatum IPA 2300; W.
accorsii USP 171176). (a.) botdo protegido ainda pela espatela membranacea (em). (b.) flor em
antese evidenciando estigmas (sti), ovario (0), tépalas (te), andropodio (an), filete (f), antera (a) e
pedicelo. (c.) abertura dos lobos estigmaticos. (d.) inicio do alongamento dos filetes e andropodio,
conduzindo as anteras em direcdo aos lobos estigmaticos. (e.) anteras tocam os lobos estigmaticos.

(f.) capsula recem formada. (g.) capsula deiscente. Barra de escala = 1 mm.
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Figura 6. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) dos estigmas e papilas estigmaticas das
Podostemaceae neotropicais: Apinagia aff. glaziovii, A. richardiana e A. riedelii (Podostemoideae).
(A) Estigmas (sti) e parte do ovario (0) de A. aff. glaziovii, evidenciando a ampla superficie
recoberta de papilas estigmaticas. Barra de escala = 400 um. (B) Detalhe das papilas estigmaticas
(sp) de A. aff. glaziovii. Barra de escala = 50 um. (C) Estigmas (sti) e parte do ovario (0) de A.
riedelii, evidenciando a ampla superficie recoberta de papilas estigmaticas. Barra de escala = 400
pm. (D) Detalhe das papilas estigmaticas (sp) de A. riedelii. Barra de escala = 50 um. (E) Estigmas
(sti) e parte do ovario (0) de A. richardiana, evidenciando a ampla superficie recoberta de papilas
estigmaticas. Barra de escala = 400 um. (F) Detalhe das papilas estigmaticas (sp) de A. richardiana.

Barra de escala = 50 pum.
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Figura 7. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) dos estigmas e papilas estigmaticas das
Podostemaceae neotropicais: Mourera fluviatilis (Podostemoideae) e Tristicha trifaria
(Tristichoideae). (A) Pistilo de M. fluviatilis, evidenciando o ovério (0) e os dois estiletes (sty),
estruturas ausentes de papilas estigmaticas. Barra de escala = 400 um. (B) Interface entre estilete
(sty) e estigma (sti) de M. fluviatilis, na qual, as areas recobertas de papilas estigmaticas se iniciam.
Barra de escala = 400 um. (C) Detalhe do apice de um dos lobos estigmaticos de M. fluviatilis no
qual percebe-se numerosas papilas estigmaticas recobrindo toda a superficie. Barra de escala = 50
pm. (D) Flor de T. trifaria na qual podem ser vistos ovario (0), tépalas (te), filete (f), antera (a), e 0s
trés estigmas (sti) proeminentes. Barra de escala = 100 um. (E) Detalhe dos estigmas de T. trifaria
evidenciando suas superficies recobertas por papilas estigmaticas (sp.), regibes de recep¢do dos

gréos de pdlen. Barra de escala = 20 pm.
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Capitulo 2

Evidéncias morfologicas sobre a polinizacdo em Podostemaceae: 0 caso de

Apinagia spp.

Manuscrito a ser submetido ao periddico “Aquatic Botany”
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Evidéncias morfoldgicas sobre a polinizagdo em Podostemaceae: o caso de Apinagia spp.
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RESUMO
Atributos florais predizem guildas e tipos de visitantes florais. Eles sdo utilizados em
inferéncias sobre sistemas reprodutivos e de polinizacdo, especialmente em Podostemaceae, devido
as dificuldades na obtencdo de dados em campo. Estudamos a morfologia e biologia florais,
incluindo observacGes palinoldgicas e estruturais em MEV, respondendo as questdes: (1) caracteres
florais classificam Podostemaceae como entoméfilas ou anemdfilas? (2) ocorre alongamento de
estruturas florais, possibilitando contato entre estames e estigmas?; (3) quanto o estigma representa
em relacdo ao total do pistilo?; e (4) a razdo polen-Gvulo indica autogamia ou alogamia?
Registramos alongamento de pedicelos entre as fases de botéo e flor significativo (p<0.01) e de
filetes com o decorrer da antese (p<0.01). Este ultimo mecanismo permite o contato entre anteras e
estigmas. A altura dos estigmas também diferiu entre botdes e flores (p<0.01), possivelmente
ampliando a superficie estigmatica, mas ndo diferiu do comprimento total do pistilo,
correspondendo entre 34 e 36% da altura deste. A razéo pélen-6vulo média foi de 66 (x24, n = 30)
para A. aff. glaziovii, 140 (40, n = 30) para A. riedelii e 147 (x60, n = 30) para Apinagia sp.,
qualificando as duas Gltimas como autégamas facultativas (IPC = 2). Os valores obtidos para A. aff.
glaziovii, encontraram-se entre as categorias autdgama obrigatdria e facultativa (IPC entre 1 e 2).
Em suma, concluimos que; (1) caracteres florais duais anemofilos e entomofilos, analogos aos
descritos para tdxons congéneres, sugerem a ocorréncia de ambofilia. No entanto, evidéncias
experimentais sdo necessarias para confirmar tal hipotese. (2) o alongamento do pedicelo entre as
fases florais possivelmente desempenha papel na ecologia da polinizacdo das Apinagia spp. (3) O
alongamento dos filetes com anteras alcancando o nivel dos estigmas, pode indicar a ocorréncia de

autopolinizacdo espontanea.

Palavras-chave: angiospermas aquaticas, morfologia floral, biologia reprodutiva, sindromes florais,

razdo pélen-évulo, autogamia



SOBRAL LEITE, M. (2012). Antecologia de Podostemaceae em Ecossistemas Aquaticos... 40

1. Introducéo

Atributos florais podem predizer tipos de polinizadores, guildas ou sistemas de polinizagao
em nivel individual ou comunitario nas angiospermas (Faegri and Pijl, 1979; Machado et al., 2006).
Horério de antese, tamanho, formato e cor, guias de nectario, néctar e odores, além da palinologia,
dado indicativos se a flor é autopolinizada, e mesmo zodfila, polinizada abioticamente ou ambos
(Faegri and Pijl, 1979; Culley et al., 2002). Alongamento, deslocamento, posicionamento e
meristica das estruturas florais, por sua vez, exercem func¢des na biologia reprodutiva de algumas
espécies (Prance et al., 1975; Osborn and Schneider, 1988; Yanagizawa and Gottsberger, 1983;
Rutishauser, 1997; Gupta and Sehgal, 2009; Sobral-Leite et al., 2011; submetido). Por exemplo, o
alongamento de estruturas como pedicelos e filetes, tem papel chave na polinizacdo de algumas
Fabaceae terrestres (Yanagizawa and Gottsberger, 1983) e hidrofitas como Cabombaceae (Osborn
and Schneider, 1988), Nymphaeaceae (Prance et al., 1975) e Podostemaceae (Gupta and Sehgal,
2009; Sobral-Leite et al., 2011; submetido).

As eudicotiled6neas reodfitas da familia Podostemaceae com ca. 54 géneros e 300 espécies
pantropicais (Koi et al., 2012), tém sua reproducdo tradicionalmente inferida por analises dos
atributos florais (Willis, 1902; Philbrick, 1981; Philbrick and Bogle, 1988; Cook, 1990; Khosla and
Mohan Ram, 1993; Rutishauser, 1997; Okada and Kato, 2002). Restritas a ambientes de corredeiras
(Willis, 1902; Cook, 1990), a fenologia destas macrofitas € modulada pelos ritmos sazonais de
cheias e vazantes; apenas na baixa das aguas na estacdo seca ocorre floracdo (Willis, 1902;
Philbrick and Novelo, 1995; 1998). Em decorréncia da dificuldade na obtencdo de dados
experimentais em campo (Philbrick and Novelo, 1995; 1998), estudos morfologicos (Willis, 1902;
Khosla and Mohan Ram, 1993; Rutishauser, 1997) e meristicos, e.g. razdo polen 6vulo (Okada and
Kato, 2002) tém auxiliado nossa compreensdo sobre os sistemas reprodutivos e de polinizagdo nessa
familia. Dentre os pesquisadores que se apoiaram na morfologia e meristica, Willis (1902) postulou

que a poliandria e a variagdo do numero de 6vulos entre as espécies seriam indicadores dos sistemas
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de polinizacdo em Podostemaceae. Poucos évulos e estames em um s6 lado da flor caracterizariam
anemofilia, enquanto que androceu em verticilo completo e numerosos Ovulos indicariam
entomofilia (Willis, 1902; Rutishauser, 1997). Caracteres florais relacionados a entomofilia;
pedicelos e estames de cores vistosas, poliandria e presenca de odor floral, sdo descritos para varias
espécies dos géneros neotropicais Apinagia, Mourera e Rhyncholacis (Rutishauser, 1997; Sobral-
Leite et al. 2011). Analises recentes em microscopia eletrénica de varredura (MEV) revelaram
numerosas papilas ao longo de toda superficie dos estigmas de Apinagia richardiana (Tul.) P.
Royen Aubl. (Sobral-Leite et al., submetido). Sobral-Leite et al. (submetido), testando
experimentalmente seu sistema de polinizacdo, concluiram que a ampla superficie estigmatica
(entre 35-50% da altura total do pistilo), coberta de papilas, representaria adaptacdo para captar
polen carreado pelo vento.

Logo, nosso objetivo foi verificar se 0s representantes do género Apinagia apresentam
atributos que os engquadram em um Unico ou diferentes tipos de sistemas reprodutivos e de
polinizacdo. Para tanto, estudamos a morfologia e biologia floral, incluindo observacdes
palinolégicas e estruturais em MEV, respondendo as questdes: (1) seus caracteres florais as
classificam como entomofilas ou anemdfilas? (2) ocorre alongamento de estruturas florais, e.g.
pedicelos e filetes, possibilitando contato entre estames e estigmas?; (3) quanto o estigma representa
em relacdo ao total do pistilo?; e (4) a razéo pdlen-6vulo indica autogamia ou alogamia? Discutimos
ainda, o papel desses atributos, comparando com outras Podostemaceae e diferentes familias de

angiospermas aquaticas e terrestres.

2. Material e métodos

2.1. Espécies estudadas
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Analisamos trés espécies pertencentes ao género neotropical Apinagia Tulasne: Apinagia

aff. glaziovii (Warm.) P.Royen, A. riedelii (Bong.) Tul e Apinagia sp. Estes taxons pertencem a
secdo Eu-Apinagia que junto com a secdo Hymenolacis, engloba mais de 90% das espécies do
género e compartilham semelhancas estruturais, e.g. anteras com deiscéncia introrsa (Van Royen,

1951).

2.2. Areas de estudo

As areas de estudo se inserem no Dominio da Floresta Atlantica Brasileira, setor ao norte do
rio Sdo Francisco, correspondendo aos subtipos vegetacionais: Floresta Ombrdfila Aberta
Submontana e Semidecidual Montana (IBGE, 1985; Veloso et al., 1991). O clima local é tropical
guente e Umido com temperatura média anual em torno de 22-24 °C com quatro a cinco meses de
estacdo seca entre outubro e fevereiro e chuvosa de marco a setembro (IBGE, 1985) com
precipitacdo pluviométrica anual media de 1300 mm (ITEP, 2012).

Coletamos ramos férteis, botdes, flores e capsulas das trés espécies de Apinagia no inicio de
cada estacdo seca de 2007 a 2009. Os sitios de coleta, todos localizados no estado de Pernambuco,
nordeste do Brasil (Fig. 1B e C), foram: para Apinagia aff. glaziovii, rio Una, riacho Mentirosos,
municipio de Caruaru, corredeiras do sitio Flecheira (8°23'S to 35°59'W, 500 m a.s.l.); A. riedelii,
rio Ipojuca, municipio de Primavera (8°19'S to 35°21'W, 129 m a.s.l.), proximo a cachoeira do
Urubu; e Apinagia sp. rio Una, municipio de Agrestina, corredeiras do sitio Capivara (8°29'S to
35°55'W, 400 m a.s.l.). Depositamos 0s espécimes-testemunho no Herbario Geraldo Mariz,

Universidade Federal de Pernambuco (UFP 41737, 46427 e 55835).

2.1. Caracteres florais
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Com a finalidade de averiguar se os caracteres florais das espécies de Apinagia as
classificam como entoméfilias ou aneméfilas, registramos: cor, possiveis areas com osmoforos,
dimensGes, nimero e disposi¢do das pecas florais. Além disso, fizemos analises aceto palinolégicas
e em MEV dos grdos de pdlen e pistilos. Testamos no campo os locais de emissdo de odor em 30
flores (n = 30 individuos), no inicio e durante a antese, utilizando Vermelho Neutro (Vogel, 1963).
Imergimos as flores em solugdo aquosa (1:1000) desse corante por duas horas, em seguida as
lavamos em 4&gua corrente, observamos e fotografamos. Para as analises morfométricas,
morfoldgicas e classificacdo do pdlen, utilizamos graos acetolisados segundo Erdtman (1969). Os
dados morfométricos obtidos representam 25 medidas para o didmetro polar e equatorial de gréos
de polen oriundos de 25 flores de individuos diferentes. Para as analises em MEV, botdes e flores
foram desidratados em dimetoximetano, secos até o ponto critico, utilizando CO, liquido, montados
em stubs de aluminio, e metalizados com ouro. Posteriormente, examinamos esse material em
microscopio eletronico de varredura (AMR 1200B, Leitz, Alemanha; software: Sistema de
Processamento de Imagem Digital 2.6), no Heidelberger Institut fir Pflanzenwissenschaften,
Biodiversitat und Pflanzensystematik, Alemanha.

Fizemos a morfometria dos pedicelos, filetes e estigmas de botdes e flores em final de
antese, com o intuito de verificar se existem diferencas na altura destas estruturas entre estas fases
florais, promovendo o contato entre estames e estigmas. Para tanto, dissecamos botdes e flores sob
estereomicroscopio, seccionado com o auxilio de lamina de bisturi a estrutura de interesse a partir
de seu ponto de juncdo com a estrutura imediatamente adjacente. Posteriormente, medimos com o
auxilio de paquimetro digital as estruturas florais dissecadas sob estereomicroscopio.

Obtivemos a razdo estigma-pistilo, medida que revela quanto equivale o estigma em altura
em relacdo ao total do pistilo (Sobral-Leite et al., submetido), dividindo a altura do estigma pela
altura total do pistilo da mesma flor.

No célculo da razdo pélen-6vulo (segundo Cruden, 1977), utilizamos botdes florais (n = 30

individuos) em pré-antese fixados em etanol 70%. Estimamos o nimero de grdos de pdélen por
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antera utilizando microscopio Optico e camara de Neubauer (Maéda, 1985). Para o célculo do indice
de polinizacdo cruzada (IPC), seguimos Cruden (1977). Para estimar a viabilidade do pdlen nds
usamos a tecnica de coloragdo do citoplasma com carmim acético a 2% (Radford et al., 1974),
utilizando pdlen de 30 botbes (n = 30 individuos) em pré-antese.

Para a analise do nimero de sementes por fruto, definimos em cada localidade um transecto
de 30 m x 5 m, dentro do qual enumeramos 50 individuos e sorteamos entre 30 e 35 por
espécie/localidade. Posteriormente, coletamos de um a dois frutos de cada um desses individuos
sorteados e os acondicionamos em tubos de Eppendorf de 2 ml com etanol 70%. As sementes de
cada fruto foram uniformemente distribuidas em laminas histoldgicas com duas gotas de solucéo de
acido latico e glicerol (3:1). Contamos as sementes sob estereomicroscopio, usando papel
milimetrado e contador manual. Calculamos a razdo semente-Ovulo a partir da divisdo do nimero
de sementes de cada fruto individual pela média de 6vulos por ovario da espécie em questdo. Em
cada localidade, enumeramos todos os individuos presentes num transecto de 10 m x 1 m e
sorteamos entre 40 e 60 individuos ferteis para verificar se existe correlagdo entre o numero de
flores e o tamanho do ramo. Acondicionamos individualmente as amostras e as fixamos em etanol
70% para posterior medicdo em laboratorio com o auxilio de paguimetro digital e contagem do

namero de flores por ramo.

2.2. Analises estatisticas

Verificamos todos os dados numéricos testados quanto a presenca de outliers com o Teste de
Grubbs para outliers (Burke, 2001). N6s utilizamos o Teste T (ou o Teste de Mann-Whitney) para
verificar diferencas na morfometria das estruturas florais (pedicelo, filetes e estigmas) entre botGes
e flores em final de antese. Para verificar se existe diferenca entre a altura do filete do bot&o, altura
do filete da flor e altura do pistilo, aplicamos o Teste de Kruskal Wallis (“stats” package for R Core

Team 2012). Para detectar onde ocorre a diferencga, utilizamos com Teste de Dun a posteriori, com a



SOBRAL LEITE, M. (2012). Antecologia de Podostemaceae em Ecossistemas Aquaticos... 45
func@o “oneway _test” do pacote “coin” (Hothorn et al. 2006). Verificamos também a existéncia de
correlacdo entre tamanho do ramo e nimero de flores com a correlacdo de Spearmann (Zar, 1996).
Utilizamos o ambiente R Development Core Team (2012) para efetuar as analises estatisticas

supracitadas.

3. Resultados

3.1. Caracteres florais

As flores séo zigomorfas, hermafroditas, com estames em verticilo incompleto (Fig. 2B, D e
F), variando entre 24 (A. aff. glaziovii e A. riedelii) e 3-5 (Tabela 1), sendo sua que coloragédo
variou de verde-claras (Apinagia sp.) a castanho-avermelhadas (Apinagia aff. glaziovii e A. riedelii)
(Fig. 2). Os ovarios sdo superos, biloculares, globosos (A. riedelii e Apinagia sp.) a cilindricos (A.
aff. glaziovi) com dois lobos estigmaticos subulados (Fig. 3A e B) a bifidos (Fig. 3D e E), unidos
nos botdes, mas separados nas flores (Tabela 2). Papilas ocorreram ao longo de toda extensdo dos
lobos estigmaticos (Fig 3B e E). Os grdos de pdlen sdo mdnades esferoidais tricolpadas com exina
espinhosa (Fig. 3C e F) e sua viabilidade média foi de 97.2% (+3.4%, n = 30) para A. aff. glaziovii,
97.6% (£2.1%, n = 30) para A. riedelii e 98.4% (2%, n = 30) para Apinagia sp. As areas coradas
pelo Vermelho Neutro foram as espatelas, tépalas e apices das anteras (Fig. 4). As flores nédo
apresentaram odor perceptivel ao olfato humano.

O comprimento do pedicelo variou significativamente entre botdes e flores (Fig. 5A).
Semelhantemente ao pedicelo, nds verificamos diferenca significativa na altura dos filetes (Fig. 5B)
e estigmas (Fig. 5C) entre essas fases, sendo que esse alongamento nos filetes permitiu que as
anteras atingissem o nivel dos estigmas.

A razdo estigma-pistilo média foi de 35% (£0.06%, n = 67) em Apinagia aff. glaziovi, 36%

(£0.05%, n = 62) em A. riedelii e 34% (+0.04%, n = 60) em Apinagia sp.
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A razdo poélen-6vulo média foi de 66 (£24, n = 30) para A. aff. glaziovii, 140 (40, n = 30)

para A. riedelii e 147 (60, n = 30) para Apinagia sp., qualificando as duas ultimas como autogamas

facultativas (IPC = 2). Os valores obtidos para A. aff. glaziovii, encontraram-se entre as categorias

autdbgama obrigatoria e facultativa (IPC entre 1 e 2). A razdo semente-6vulo média foi de 0.76

(x0.23, n = 33) para A. aff. glaziovii, 0.61 (£0.28, n = 33) para A. riedelii e 0.56 (x0.27, n = 33)
para Apinagia sp. (Tabela 1).

As dimensdes dos ramos férteis e os valores de namero de flores por ramo das trés espécies

de Apinagia podem ser visualizados nas tabelas 1 e 2. Ocorreu correlagéo significativa entre o

tamanho dos ramos e o nimero de flores produzidas em todas as espécies (A. aff. glaziovii; r* =

0.89, t = 12513, p = 0.001, A. riedelii; r* = 0.88, t = 14.17, p = 0.001, Apinagia sp. r* = 0.63, t =

5.02, p = 0.001), sendo os ramos maiores mais produtivos que os menores (Fig. 6).

4. Discussao

Estruturas reprodutivas expostas, perigbnio de tépalas inconspicuas e numerosos gréos de
polen entre 13-16 um sdo atributos relacionados a polinizacdo abidtica ou autopolinizacdo
(Whitehead, 1969; Faegri and Pijl, 1979; Regal, 1982; Culley et al., 2002) que encontramos em
todas as Apinagia estudadas. Com base em analises palinoldgicas de Apinagia glaziovii e A.
riedelii, Passarelli et al. (2002) concluiram que a forma, estrutura e dimensées dos grdos de polen as
caracteriza autdgamas. Por outro lado, a coloragdo vistosa das flores nas espécies desse género (Fig.
2), é considerada atrativa a visitantes florais e polinizadores (Rutishauser, 1997; Sobral-Leite et al.,
2011; submetido). Caracteres florais analogos, incluindo disposicdo dos estames de um lado da flor;
atributo anemoéfilo em Podostemaceae (Willis, 1902; Rutishauser, 1997), foram descritos por
Sobral-Leite et al. (submetido) em A. richardiana. Contudo, baseados em evidéncias experimentais,
estes autores concluiram que A. richardiana se trata de uma espécie ambdfila, pois emprega insetos

e vento como vetores de poélen (Sobral-Leite et al., submetido).
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Considerando a auséncia de hidrofilia em Podostemaceae (Philbrick and Novelo, 2004), o
alongamento do pedicelo que registramos nas espécies de Apinagia estudadas (Fig. 5A),
provavelmente é uma adaptacdo que auxilia na emersdo das flores (Gupta and Sehgal, 2009; Sobral-
Leite et al., 2011). Tal mecanismo de alongamento é referido para outras Podostemaceae (Khosla et
al., 2000; Gupta and Sehgal, 2009; Sobral-Leite et al., 2011), assim como para diferentes familias
hidréfitas (Prance et al., 1975; Osborn and Schneider, 1988). Gupta and Sehgal (2009) explicam,
utilizando Indotristicha ramosissima (Wight) P. Royen (Podostemaceae), que a polinizacdo aérea
na familia é facilitada ndo apenas pela baixa das dguas, mas também pelo rapido alongamento do
pedicelo. Em Victoria amazonica (Poepp.) J.C. Sowerby (Nymphaeaceae), o alongamento dessa
estrutura floral possibilita a polinizacdo acima da superficie da agua por besouros terrestres
Cyclocephala spp. (Coleoptera: Scarabaeidae) (Prance et al., 1975). Em Podostemaceae, o alcance
da superficie da agua por meio deste mecanismo possibilitaria a polinizacdo por vetores bidticos,
pelo vento ou por autopolinizacdo (Philbrick and Novelo, 1998; Gupta and Sehgal, 2009; Sobral-
Leite et al., submetido). Além de sinalizar o inicio da antese (Philbrick, 1984; Philbrick and Novelo,
1998), outra funcédo ecoldgica atribuida a este alongamento é o rompimento da espatela, estrutura
membranacea que protege o botdo (Schnell, 1967; 1998; Sobral-Leite et al., 2011). Examinando as
flores de A. richardiana (Podostemaceae), Schnell (1998) conclue que o alongamento do pedicelo, e
possivelmente de outras estruturas como filetes e estigmas, se deve a intensa divisdo celular
concomitante com a vazante na estacdo seca reprodutiva. O alongamento dos filetes que
verificamos nas Apinagia spp. foi reportado também para outras familias hidréfitas, incluindo
Podostemaceae (Pilbrick and Novelo, 1998; Gupta and Sehgal, 2009), Cabombaceae (Osborn and
Schneider, 1988) e em Fabaceae terrestres (Yanagizawa and Gottsberger, 1983).
Em adicdo, o crescimento dos estigmas entre estas fases (Fig. 5C) possivelmente maximiza a
possibilidade de captura de grdos de pdlen por anemofilia. Em A. richardiana, Sobral-Leite et al.
(submetido) constataram formagéo de sementes em experimentos com flores emasculadas. Estes

autores atribuiram a ampla &rea de receptividade estigmatica, além da elevada proporcao de estigma



SOBRAL LEITE, M. (2012). Antecologia de Podostemaceae em Ecossistemas Aquaticos... 48
em relacdo ao pistilo (35-50%) como favordveis a anemofilia bem como autopolinizagdo nesta
espécie de Apinagia.

De acordo com o IPC (Cruden, 1977), as espécies de Apinagia estudadas sdo autégamas
facultativas. Nossos resultados de atributos florais sustentam essa classificacdo. Okada and Kato
(2002) a partir de uma ampla analise de razdo pdlen-6vulo em espécies de Podostemaceae
concluiram que valores de log p/o acima de 2.0 seriam preferencialmente de espécies alégamas.
Com base nesse estudo, todas as Apinagia spp. analisadas por nés seriam alégamas. Embora
autocompatibilidade e autogamia sejam comumente associados a Podostemaceae (Khosla and
Sehgal, 2009; Sehgal et al., 2009; Sobral-Leite et al., 2011) e em demais familias hidrofitas (Les,
1988; Philbrick and Les, 1996), sistemas mistos estdo sendo crescentemente identificados nestes
grupos de angiospermas (Khosla and Sehgal, 2009; Sobral-Leite et al., 2011; submetido). Em suma,
concluimos que; (1) caracteres florais duais anemofilos e entomdfilos, andlogos aos descritos para
taxons congéneres, sugerem a ocorréncia de ambofilia. No entanto, evidéncias experimentais sao
necessarias para confirmar tal hipotese. (2) o alongamento do pedicelo entre as fases florais,
semelhante ao registrado em outras Podostemaceae e demais familias hidréfitas, possivelmente
desempenha papel na ecologia da polinizacdo das Apinagia spp. (3) O alongamento dos filetes com
0 alcance das anteras ao nivel dos estigmas envoltos de papilas estigmaticas, pode indicar a

ocorréncia de autopolinizacdo espontanea.
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Tabela 1. Meristica (médiatdesvio padrao/amplitude) de estames, tépalas, graos de polen por antera, grdos de polen por flor, 6vulos por ovario, razdes

polen-6vulo, semente-dvulo e sementes por capsula de Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp.

Character (X + SD/R) Species
Apinagia aff. glaziovii Apinagia riedelii Apinagia sp.
n n n
Flowers/branch 40 20 + 15.2/2-59 58 18.9 + 18.4/2-95 40 26.3 £ 21/6-87
Stamens/flower 74 2.90 £ 0.69/2-4 47 3.34 £ 0.60/2—4 37 3.9+0.67/3-5
Tepals/flower 30 5.6 +1.0/3-8 30 5.47 £0.97/3-7 30 4.27 £0.74/3-5

Pollen grains/anther 75  10.363 + 4503.1/2.500-22.500 102 16.495 + 5.618/5.000-28.750 112 15.335 + 6057/3.750-30.000
Pollen grains/flower 30 25.908 +10.174/12.500-52.500 30  56.083 + 16.602/27.500-90.000 30 57.250 + 27.102/10.000-123.750

Ovules/ovary 30 394 + 61.52/277-521 30 402 + 59.92/289-550 30 389 + 115/136-574
Pollen-ovule ratio 30 66 + 24/35-145 30 140 + 40/81-225 30 147 + 60/49-312
Seed-ovule ratio 33 0.76 + 0.23/0.32-1.07 33 0.61 +0.28/0.16-1.17 32 0.56 +0.27/0.17-1.12

Seed/capsule 33 403 + 127/127-613 33 247 + 113/63-469 32 218 + 106/65—434
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Tabela 2. Morfometria (médiatdesvio padrdo/amplitude) de cépsulas, flores, pistilos, didmetros equatoriais e polares dos gréos de pélen de Apinagia

aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp.

Character (X + SD/R) Species
Apinagia aff. glaziovi Apinagia riedelii Apinagia sp.

n n n
Fertile branch 40 78.7 + 46.5/28.3-236 58 83.7 + 40/25.4-215.6 40 87.2 + 40.6/25.8-201.5
Flower 50 14.56 + 2.93/8.66-20.12 50 17.32 + 3.92/8.84-24.09 50 21.09 + 4.82/10.97-32.83
Pistils 50 5.35 +0.81/2.99-6.84 50 5.06 + 0.64/3.71-6.50 50 5.18 + 0.64/3.57-6.59
Stigmatic lobes® 28 1.10 £ 0.58/0.43-2.65 30 0.66 +0.23/0.34-1.21 24 0.67 +0.18/0.35-0.99
Pistil-stigma ratio 67 0.35 + 0.06/0.16-0.46 62 0.36 + 0.05/0.21-0.51 60 0.34 + 0.06/0.16-0.49
Hercogamy 17 0.62 +0.19/0.33-0.94 17 0.66 + 0.26/0.14-1.05 33 0.64 +0.22/0.19-1.08
Pollen polar diameter” 25 13.22 + 0.90/12-16 25 16.48 + 1.41/14-20 25 14.20 + 1.85/12-20
Pollen equatorial diameter® 25 13.87 £ 1.10/12-16 25 17.03 £ 1.41/15-20 25 15.10 £ 1.87/12-21
Capsule 50 3.65 + 0.42/2.1-4.55 50 3.59 +0.38/2.23-4.28 50 3.46 £ 0.36/2.54-4.35

Length in mm. ®Distance between. °Length in um.
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Figura 1. A. Distribuicdo de Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp., localidades na regiéo
Sudeste de acordo com Van Royen (1951) e no Nordeste do Brasil. B. Nordeste do Brasil. C. Areas

de estudo de Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp. no estado de Pernambuco.
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Figura 2. Habitos e detalhes das flores de Apinagia aff. glaziovii (A e B), A. riedelii (C e D) e
Apinagia sp. (E e F). Flores em detalhe (B, D e F), mostrando espatela membranacea (me), pedicelo
(pe), estames (stm), tépala (te), ovario (0) e estigmas (sti). Barras de escala = 1 cm, 5 cm em

Apinagia sp. (E).
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Figura 3. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das flores e estruturas florais; estigmas,
papilas estigmaticas e gréos de pdlen de Apinagia aff. glaziovii e A. riedelii e Apinagia sp. (A) Flor
de A. aff. glaziovii mostrando pedicelo (pe), tépala (te), estame (stm), filete (f), antera (a), ovario (0)
e estigmas (sti). Barra de escala = 400 um. (B) Estigma evidenciando amplas superficies recobertas
por papilas estigmaticas. Barra de escala = 50 um. Detalhe das papilas. Barra de escala = 100 um.
(C) Gréos de polen esferoidais em monades tricolpadas. Barra de escala = 20 um. (D) Flor de A.
riedelii mostrando tépala (te), ovario (0) e estigmas (sti). Barra de escala = 400 um. (E) Estigmas
(sti) de A. riedelii. Barra de escala = 50 pum. Detalhe das papilas estigmaticas. Barra de escala = 100
pum. (F) Graos de polen esferoidais em modnades tricolpadas de A. riedelii. Barra de escala = 20 um.
(G) Flor de Apinagia sp. mostrando ovario (0) e estigmas (sti). Barra de escala = 400 um. (H)
Estigma de Apinagia sp. evidenciando superficies recobertas por papilas estigmaticas. Barra de
escala = 500 um. Detalhe das papilas. Barra de escala = 10 um. (1) Gréos de pdlen esferoidais em

mdnades tricolpadas de Apinagia sp.. Barra de escala = 10 um.
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Figura 4. Areas coradas pelo Vermelho Neutro (setas) nas flores de Apinagia aff. glaziovii (A), A.

riedelii (B) e Apinagia sp. (C). Apices das anteras (a), tépalas (te) e espatelas (me).
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Figura 5. Comparacdo entre alturas de pedicelos, filetes e estigmas de botdes e flores em final de

ntese de Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp. (A, B e C) Altura do pedicelo de botbes e

flores das trés espécies diferiram significativamente entre estas fases florais (A. aff. glaziovi; U =
26.5; p < 0.001, A. riedelii; U = 23, p < 0.001 e Apinagia sp.; U = 0.00, p < 0.001). (D, E e F)
Diferenca na altura dos estigmas de botGes e flores de Apinagia spp. (A. aff. glaziovi; U = 60, p <
0.001, A. riedelii; U =89, p < 0.001 e A. sp.; U =515, p < 0.001). (G, H e I) Comparagéo entre a
altura dos filetes de botdes, filetes de flores e pistilo de Apinagia spp. com diferencas entre as fases
florais (A. aff. glaziovi; H =84.12, df = 2, p = < 0.001, A. riedeli; H = 107.12, df = 2, p =< 0.001e
Apinagia sp.; H = 226.6; df = 2., p < 0.001).
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Figura 6. CorrelacBes entre numero de flores e o comprimento dos ramos em Apinagia aff.
glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp. Correlacdo positiva e significativa entre namero de flores e

comprimento dos ramos de A. aff. glaziovii (n = 40, r* = 0.89, t = 12513, p = 0.001). Em A. riedelii

também foi verificada correlacdo entre nimero de flores e comprimento dos ramos (n = 40, r?

0.88, t = 14.17, p = 0.001), ocorrendo 0 mesmo para Apinagia sp. (n = 58, r* = 0.63,t = 5.02, p

0.001).
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Capitulo 3

Estratégias reprodutivas multiplas (ERM) em angiospermas: evidéncias

experimentais em Podostemaceae

Manuscrito a ser submetido ao periddico “Oecologia”
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Resumo Quais sistemas reprodutivos e de polinizacdo atuam em alguns grupos de angiospermas,
frequentemente, € questdo de dificil determinagdo. A coocorréncia de mecanismos como a
ambofilia e sistemas mistos de cruzamento em algumas espécies, demonstra que tais estratégias
reprodutivas podem ser mais complexas do que conhecemos atualmente. Analisamos
experimentalmente o sistema reprodutivo e de polinizacdo em Podostemaceae e identificamos
atributos florais chave e o papel dos visitantes florais em sua biologia reprodutiva, testando trés
hipoteses: (i) em flores emasculadas e isoladas de insetos, mas ndo isoladas do vento, ocorre
formacdo de sementes; (ii) 0 sucesso reprodutivo é maior em polinizagdes cruzada e; (iii) os
polinizadores sdo abelhas poliléticas das subfamilias Apinae e Halictinae. Houve diferenca
significativa na producdo de sementes entre experimentos emasculados e ndo emasculados
(p<0.01), embora nestes ultimos tenham formado sementes, possivelmente através de polen
carreado pelo vento. Os insetos visitantes florais foram abelhas poliléticas, insetos alofilicos das
subfamilias Apinae e Halictinae. Em suma, corroboramos nossas trés hipoteses e concluimos; (1) A
producdo de sementes em flores emasculadas e isoladas de insetos, reforcam a atuacdo do vento no
sistema de polinizacdo das Apinagia estudadas. (2) As espécies de Apinagia sdo polinizadas por
insetos alofilicos generalistas. (3) Auséncia de diferenca no crescimento de tubos polinicos e a
prolifera producdo de sementes em autopolinizacdo e xenogamia, indicam auséncia de mecanismos
de autoincompatibilidade nestas espécies. (4) O acampanhamento da producdo natural de sementes
e sua variacdo anual sugere oferta sazonal diferencial de vetores, possivelmente influenciando no
sucesso reprodutivo. (5) a adocdo de ambofilia, aliada a indicacdes de ECM, sugerem estratégias

reprodutivas mualtiplas (ERM) adotadas por estas hidrofitas para producdo de sementes.

Palavras-chave ambofilia estratégias de cruzamento misto cleistogamia macréfitas aquéaticas
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Introducéo

Quais sistemas reprodutivos e de polinizacdo atuam em alguns grupos de angiospermas,
frequentemente, é questdo de dificil determinacdo (Stelleman 1984; Culley et al. 2002; Goodwillie
et al. 2005). A coocorréncia de mecanismos como a ambofilia e sistemas mistos de cruzamento em
algumas espécies, demonstra que tais estratégias reprodutivas podem ser mais complexas do que
conhecemos atualmente (Philbrick and Novelo 1998; Goodwillie et al. 2005; Sobral-Leite et al.
2011; submetido). A ambofilia é um sistema de polinizacdo que utiliza tanto insetos quanto vento
como vetores de pdlen, inclusive concomitantemente (Stelleman 1984; Culley et al. 2002). Este
sistema ocorre em varias familias de espermatofitas como Cycadaceae (Kono and Tobe 2007),
Plantaginaceae (Stelleman 1984) e Podostemaceae (Philbrick and Novelo 1998; Sobral-Leite et al.
2011; submetido), sendo, possivelmente, sua abrangéncia na natureza subestimada (Culley et al.
2002). Em plantas que utilizam estratégias de cruzamento misto (ECM) a producdo de frutos e
sementes pode ser oriunda de diferentes balancos entre autopolinizagdes e cruzamentos mediados
por vetores bioticos ou abidticos (Atluri et al. 2004; Goodwillie et al. 2005; Gupta and Sehgal
2009). Nestas espécies, caracteres morfoldgicos, fisiologicos, e fatores ambientais, favorecem
autogamia e alogamia em proporces que podem variar interpopulacionalmente e mesmo sob
diferentes escalas temporais (Ernst-Schwarzenbach 1956; Goodwillie et al. 2005; Zipperle et al.
2011).

Podostemaceae sdo eudicotiledéneas aquidulcicolas submersas restritas a ecossistemas de
cachoeiras e corredeiras com marcada sazonalidade nos periodos de cheia e vazante (Van Royen
1951; Cook 1990). Estas reofitas sdo representadas por cerca de 50 géneros e 300 espécies (Koi et
al. 2012) em sua maioria pantropicais, embora 0s neotrdpicos sejam seu centro de diversidade com
aproximadamente 21 géneros e 135 espécies (Philbrick et al. 2010; Tippery et al. 2011). Apinagia
Tulasne é o género neotropical mais rico com 51 taxons, distribuidos ao norte, centro e nordeste da

América do Sul (Van Royen 1951; Philbrick et al. 2010).
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Embora os estudos sobre a biologia reprodutiva ainda sejam incipientes em Podostemaceae,
experimentos de polinizacdo recentes em representantes da familia indicam a atuacdo de
mecanismos reprodutivos mais complexos que os anteriormente descritos (see Gupta and Sehgal
2009; Sehgal et al. 2009; Sobral-Leite et al. 2011; submetido). Analises dos atributos florais, aliadas
a experimentos em campo, sugerem a utilizagdo por seus representantes de diferentes tipos de
estratégias mistas ou sistemas mdaltiplos para producdo de sementes (Gupta and Sehgal 2009;
Sobral-Leite et al. 2011; submetido). Em Indotristicha ramosissima (Wt.) van Royen
(Podostemaceae) a adocdo de ECM foi sugerida com base em dados de razdo pdlen-6vulo e
observacOes de autogamia tardia (Gupta and Sehgal 2009). Producdo de sementes foi obtida em
Marathrum rubrum Novelo & C. Philbrick, a partir de experimento para avaliar a atuacdo do vento
no sistema de polinizagdo (Philbrick and Novelo 1998). Entre os géneros neotropicais Apinagia,
Mourera e Rhyncholacis, ha registros de abelhas poliléticas das subfamilias Apinae e Halictinae
como visitantes florais (Went 1926; Gessner and Hammer 1962; Grubert 1974; Rutishauser 1997;
Tavares 1997; Okada and Kato 2002) e polinizadoras promotoras de alogamia (Sobral-Leite et al.
2011; submetido). Exames dos atributos florais e experimentos em campo sugerem o
funcionamento de um sistema ambofilo em Mourera fluviatilis Aubl. e Apinagia richardiana (Tul.)
P. Royen (Sobral-Leite et al. 2011; submetido). Nestas espécies, a alogamia mediada por abelhas
provavelmente se sobrepbe a atuacdo do vento. Tendo sido obtido maior sucesso reprodutivo em
polinizacbes cruzadas em M. fluviatilis (Sobral-Leite et al. 2011) e sucesso semelhante entre
cruzada e autopolinizacdo em A. richardiana, sugerindo a adocdo de EMC (Sobral-Leite et al.
submetido).

Logo, nossos objetivos foram analisar experimentalmente o sistema de polinizacdo e
reprodutivo em Podostemaceae, além de identificar atributos florais chave e verificar o papel dos
visitantes florais na biologia reprodutiva. Para tanto, utilizaremos espécies do género Neotropical
Apinagia, testando trés hipoteses: (i) em flores emasculadas e isoladas de insetos, mas ndo isoladas

do vento, ocorre formacéo de sementes; (ii) o sucesso reprodutivo & maior em polinizagdes cruzada
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ou ocorre semelhanca entre o sucesso de polinizagfes cruzadas e autopolinizacGes e; (iii) 0S
polinizadores sdo abelhas poliléticas das subfamilias Apinae e Halictinae. Discutimos ainda o papel
dos atributos e visitantes florais para o sistema de polinizacdo e reproducdo destas espécies,

comparando-0s com outras Podostemaceae e angiospermas ECM.

Material e métodos

Espécies estudadas

Estudamos as espécies do género Apinagia Tulasne: A. aff. glaziovii (Warm.) P.Royen, A. riedelii
(Bong.) Tul e Apinagia sp. Estes taxons pertencem a se¢do Hymenolacis cujas flores compartilnam
semelhancas estruturais (Van Royen 1951). Pertencem a secdo Eu-Apinagia que juntamente a se¢ao
Hymenolacis, correspondem a mais de 90% do género (Van Royen 1951). Estas se¢Ges apresentam
anteras com deiscéncia introrsa de polen, vista como um atributo importante no sistema de
polinizacdo de algumas espécies da familia (e.g. Philbrick 1984; Philbrick and Novelo 1998; Gupta

and Sehgal 2009; Sobral-Leite et al. 2011).

Areas de estudo

As areas de estudo estdo inseridas no Dominio da Floresta Atlantica Brasileira, setor ao norte do rio
Sdo Francisco (Fig. 1B), correspondendo aos subtipos vegetacionais: Floresta Ombrofila Aberta
Submontana e Semidecidual Montana (IBGE 1985; Veloso et al. 1991). O clima local é tropical
guente e Umido com temperatura média anual em torno de 22-24 °C com quatro a cinco meses de
estacdo seca entre outubro e fevereiro e chuvosa de marco a setembro (IBGE, 1985) com

precipitacdo pluviométrica anual média de 1300 mm (ITEP 2012).
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NOs conduzimos observagdes e experimentos in locu entre agosto e dezembro de 2007 a

2011 nos rios: Ipojuca, municipio de Primavera (8°19'S to 35°21'W, 129 m a.s.l.) e Una, riacho
Mentirosos, nos municipios de Caruaru, corredeiras do sitio Flecheira (8°23'S to 35°59'W, 500 m
a.s.l.) e Agrestina, corredeiras do sitio Capivara (8°29'S to 35°55'W, 400 m a.s.l.). Estes sitios estdo
localizados no estado de Pernambuco, nordeste do Brasil (Fig. 1B-C). N&s depositamos 0s
espécimes-testemunho no Herbario Geraldo Mariz da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil

(UFP 41737, 46427 e 55835).

Biologia floral

Primeiro, obtivemos informacdes basicas sobre aspectos da biologia floral, e.g. inicio da antese e da
receptividade estigmatica, horario de liberacdo de pdlen, com o intuito de efetuar os experimentos
sobre o sistema reprodutivo e de polinizacdo, posteriormente. Além disso, coletamos dados
descritivos, Uteis do ponto de vista analitico e funcional para os sistemas de polinizacéo, e.g.
instalacdo de coletores de polén com glicerina, medidas de densidade de flores por unidade de area.

Em cada localidade, verificamos a densidade de flores das espécies de Apinagia montando
um transecto de 10m x 1m, dentro do qual sorteamos entre 30 e 60 setores com um quadrado de
0.10 m? a partir do qual as contabilizamos. Registramos para todas as espécies: periodo de
receptividade estigmatica, emissdo de odores florais, horario de inicio e duracdo da antese e
disponibilidade de polen. Verificamos emissdo de odor em 30 flores (n = 30 individuos) por
espécie, colocando-as em recipientes de vidro opacos e hermeticamente fechados, abertos apds duas
horas (Dobson et al. 2005). Testamos a receptividade estigmatica no campo com peroxido de
hidrogénio (Galen and Plowright 1987) e permanganato de potassio (Robinsohn, 1924), observando
as reacdes com lentes de méo.

NOs instalamos, proximo as plantas de cada espécie, 10 placas de Petri (nytw = 30 placas) de

10 cm de diametro, com 2 ml de glicerina cada, para saber se no ambiente ha transporte de pélen
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pelo vento. As placas de Petri foram colocadas no mesmo dia, das 5:00 a.m. as 17:00 p.m., sendo a
distancia entre uma dada placa e as plantas mais proximas de cerca de 20 cm. Posteriormente,
centrifugamos as amostras, preparamos laminas, correspondendo uma pra cada placa, com gelatina

e observamos sob microscdpio para averiguar a presenca de pdlen.

Amostragem dos experimentos do sistema de polinizagdo, reprodutivo e controle

Para os experimentos dos sistemas de polinizagéo, reprodutivo e do controle (natural pollination),
em cada localidade instalamos um transecto de 30m x 5m, no qual enumeramos 100 individuos e
sorteamos entre 30 e 60 por espécie/localidade. No caso do controle, mantivemos as plantas
sorteadas expostas a todos 0s possiveis vetores de polen e as acompanhamos até a formacdo dos
frutos. Em todos esses experimentos, utilizamos de uma a trés flores por individuo, por tratamento,
descartando os botdes florais ndo utilizados sem danificar os ramos. Ap0s o0s tratamentos,
monitoramos a formacao dos frutos semanalmente e os acondicionamos individualmente em tubos
de Eppendorf de 2 ml com etanol 70%. As sementes de cada fruto foram uniformemente
distribuidas em laminas histologicas com duas gotas de solucéo de acido latico e glicerol (3:1). Nés

contamos as sementes sob estereomicroscopio, usando papel milimetrado e contador manual.

Experimentos do sistema de polinizacao

Em ordem de testar quais vetores polinizam as espécies de Apinagia, vento, insetos ou ambos,
conduzimos trés experimentos em campo empregando grades de madeira (20 cm x 15 cm x 15 c¢cm)
sobre ramos férteis. Para 0s experimentos de exclusdo de insetos com flores integras (ndo
emasculadas) e com flores emasculadas, nds cobrimos as grades de madeira com tela de 0.5 mm de
abertura, para impedir o acesso dos visitantes florais, mas ndo do fluxo de vento e passagem de

polen. Esse protocolo nos possibilitou verificar quanto da producgdo de sementes se deveu ao pdlen
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trazido pelo vento e quanto a este mais a autopolinizagdo. No experimento de excluséo do vento e
insetos (autopolinizacdo espontanea) substituimos a tela por voile com 0.01 mm de abertura,
impedindo a passagem de ambos vento (carreando pdlen) e insetos. N6s também usamos flores
emasculadas e expostas, cujas tépalas removemos, a fim de testar quanto da producdo de sementes
resultou de pélen interposto pelo vento ou por insetos, mesmo que as flores ndo tenham as partes

atraentes aos insetos (estames e tépalas).

Experimentos do sistema reprodutivo

Analisamos o sistema reprodutivo das espécies de Apinagia a partir de duas aproximacoes:
crescimento e penetracdo de tubos polinicos nos dvulos e producdo de sementes. Analisamos 0
crescimento de tubos polinicos em flores das espécies in vitro com o intuito de avaliar a ocorréncia
de mecanismos de auto-incompatibilidade e tempo de crescimento. Para essa analise
acondicionados em campo 60 pistilos por espécie em placas de Petri com &gar a 1% (Sobral-Leite et
al. submetido). Em laboratorio, efetuamos 30 autopolinizagdes manuais e 30 polinizagcdes cruzadas
manuais (n = 30 individuos/tratamento/espécies, N = 90). NOs coletamos 10 pistilos por
tratamento em trés diferentes horarios: 24, 48 e 72 h, pos-polinizacéo e os acondicionados em tubos
de Eppendorf com AFA (alcool - formalina - &cido acético) para analise posterior. A preparacdo do
material seguiu Martin (1959), e as observac6es foram feitas sob microscopia de fluorescéncia. Nos
contamos os primeiros 200 6vulos de cada ovario, registrando quanto a presenca ou nao de tubos
polinicos em cada 6vulo.

Para a producdo de sementes conduzimos em campo experimentos de autopolinizacao
manual, polinizacdo cruzada e verificacdo de agamospermia (Radford et al. 1974). Alem disso,
calculamos o indice de auto-incompatibilidade (I1SI) de acordo com Zapata and Arroyo (1978) e o
indice de polinizacao cruzada (IPC) conforme Cruden (1977). Autopolinizacdo manual consistiu no

isolamento de ramos férteis com sacos de voile, sendo os botbes em pré-antese autopolinizados no



SOBRAL LEITE, M. (2012). Antecologia de Podostemaceae em Ecossistemas Aquaticos... 70
dia seguinte ao inicio da antese. NOs colocamos manualmente polen de uma flor no estigma da
mesma flor, friccionando as anteras deiscentes nos estigmas com pingas. Em seguida, para a
polinizagdo cruzada manual cobrimos os ramos férteis, emasculamos os botBes florais e o0s
polinizamos no dia seguinte. Nesse experimento, flores doadoras de pdlen foram coletadas em
agrupamentos de plantas sobre rochas diferentes dos agrupamentos receptores, na propor¢éo de 1:1.
Para testar a existéncia de agamospermia, emasculamos botdes em pré-antese (n = 30) e isolamos 0s

ramos com sacos de voile.

Observacdo dos visitantes florais

Para observacao e frequéncia de visitantes florais, assumimos cada agrupamento de Apinagia sobre
uma rocha ou mancha isolada como individuo, em funcdo da dificuldade em determinar plantas
individuais nestas espéecies. Nos observamos visitas em trés individuos focais por espéecie. Durante
as sessdes de observacao, registramos: o tipo, o periodo, a duracdo e 0 comportamento de visita dos
visitantes florais, bem como suas interacdes com individuos da mesma ou de outras espécies
visitantes. Estudamos o comportamento dos visitantes florais in situ e com fotografias durante
periodo diurno, das 5:00 a.m. as 17:00 p.m. Com auxilio de rede entomoldgica capturamos 10
espécimes de cada espécie visitante e posteriormente montamos a seco para identificacéo e inspecéao
dos locais de deposicdo de pdlen sob estereomicroscépio. Os espécimes-testemunho foram
depositados na colecdo entomoldgica do Laboratorio de Biologia Floral e Reprodutiva do

Departamento de Boténica da Universidade Federal de Pernambuco.

Analises estatisticas

Para testar nossas hipéteses (i) e (ii), assumimos sucesso reprodutivo como nimero de 6vulos com

tubos polinicos penetrados e sementes formadas. Nos utilizamos a ANOVA one-way para verificar
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diferencas no seed-set entre os experimentos do sistema reprodutivo e de polinizacdo. Antes disso,
testamos todos os valores para a presenca de outliers com o teste de Grubbs para outliers (Burke
2001). N6s utilizamos o teste T ou o teste de Mann-Whitney, quando os dados foram paramétricos
ou ndo, para analisar diferengas no nimero de Gvulos penetrados por tubos polinicos entre 0s
tratamentos (Zar 1996). Utilizamos o ambiente R Development Core Team (2012) para as analises

estatisticas.

Resultados

Biologia floral

O desenvolvimento dos botdes e a antese transcorreram de maneira semelhante entre as trés
espécies de Apinagia. A antese iniciou entre 5:00 e 6:00 a.m. e, durante este periodo, j& observamos
reacao estigmatica ao H,O, e ao Permaganato de Potassio. Botdes em pré-antese e flores logo apos
a abertura apresentaram anteras adjacentes, tornando-se perpendiculares aos filetes durante a antese
(Fig. 2A). A deiscéncia das anteras e liberagdo do pdlen ocorreu cerca de duas a trés horas apos
iniciada a antese. A densidade das flores por 0.10 m? foi de: 57.6 + 29 (22-140, n = 60) para A. aff.
glaziovii; 64 + 32 (11-133, n = 30) em A. riedelii e 59.3 £ 29 (14-154, n = 47) em Apinagia sp. Na
maioria das flores, houve autopolinizacdo espontanea com o alongamento do filete que permitiu que
anteras ultrapassassem a base dos estigmas (Fig. 2e,). Flores de filetes curtos “brevistaminadas”
(Fig. 2c-d;), virtualmente incapazes de atingir os estigmas (Fig.2e;), ocorreram em menor
frequéncia. Entre 15 e 25 dias ap6s a senescéncia floral, a deiscéncia longitudinal das capsulas se

iniciou, e as sementes foram liberadas.

Observacao dos visitantes florais
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As observacOes de visitantes florais totalizaram 72 h (24 h por espécie) e registramos 17
morfoespécies pertencentes a quatro ordens; Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e Odonata (Tabela
1, Fig. 3). A freqliéncia de visitas diferiu (Fig. 4), sendo T. spinipes o visitante mais frequente em A.
aff. glaziovii (y? = 365.257, df = 5, p<0.001), Diptera sp. (x*> = 123. 58, df = 8, p<0.001) em A.
riedelii, enquanto Tabanus sp. (x° = 41.81, df = 7, p<0.001) teve predominancia em A. sp. O
periodo de maior freqliéncia de visitas foi o inicio da manha (Fig. 4), embora notamos que as M.
domestica, Tabanus spp. e Telebasis spp. permaneciam parte do tempo imdveis sobre as flores.
Observamos que T. spinipes e as espécies de Coccinellidae e Erotylidae se deslocavam ativamente
sobre as flores, inclusive contatando abdome e pernas dianteiras, impregnadas de pdlen, com o0s
estigmas das flores. Em ocasido do pouso e durante interacbes agonisticas, Telebasis spp.
provocavam estimulos mecénicos nas flores, causando deslocamento secundario de gréos de polen

até flores proximas.

Experimentos do sistema de polinizagao

Verificamos elevada formacdo de frutos (>76%) em todos os experimentos sobre o sistema de
polinizacdo nas espécies de Apinagia estudadas (Tabela 2), sem diferenca entre os tratamentos.
Houve diferenca na producdo de sementes apenas entre 0s experimentos emasculados (exclusdo de
insetos e emasculacdo exposta) e os demais tratamentos, incluindo o controle (A. aff. glaziovii H =

323, df = 3, p<0.001; A. riedelii H = 246, df = 3, p < 0.001; A. sp. H =356.7, df = 3, p < 0.001).

Experimentos do sistema reprodutivo

Observamos crescimento de tubos polinicos nos pistilos cruzados e autopolinizados a partir de 24 h

apos a polinizacdo (Fig. 5), embora ndo tenha havido diferenca estatistica no nimero de 6vulos

entre os tratamentos (24 h; W = 53, p = 0.8306. 48 h; W = 53.5, p = 0.8067). Nos tratamentos do
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sistema reprodutivo e no controle, as espécies de Apinagia apresentaram elevada producdo de
frutos, acima de 60%, ndo diferindo significativamente. Frutos agamospermicos se desenvolveram,
porém estas capsulas ndo formaram sementes (Tabela 3), uma vez que todos os évulos abortaram.
No numero de sementes produzidas, ndo encontramos diferenca significativa entre os tratamentos,
nem entre eles e o controle. Houve também diferenca significativa na formacao natural de sementes
entre os anos de 2007 a 2012 em A. aff. glaziovii (F = 15.89, g.I. = 5, p < 0.001) e A. riedelii (F =

22.25,9.. =5,p<0.001) e (H=281.8, g.l. =3, p<0.001) de 2008 a 2011 para A. sp. (Fig. 6).

Discussao

Nossos resultados de producdo de sementes nos experimentos emasculados, sem diferenca
significativa (Tabela 1), aliada a auséncia de apomixia (Tabela 2), sugerem a atuacdo do vento no
sucesso reprodutivo das Apinagia estudadas. A elevada densidade das flores que encontramos,
juntamente aos atributos palinolégicos; graos esferoidais, dimensdes entre 13-16 pm e numerosos
(Passarelli et al. 2002; Sobral-Leite et al. dados ndo publicados), suportam essa hipotese. Embora
contrastantes ao esperado para Podostemaceae neotropicais dos géneros Apinagia, Mourera e
Rhyncholacis, géneros atribuidos como melitofilos (Gessner and Hammer 1962; Grubert 1974;
Rutishauser 1997; Rutishauser and Grubert 2000) estudos recentes suportam a ocorréncia de
sistemas de polinizacdo ecologicamente flexiveis nessa familia (Philbrick and Novelo 1998; Gupta
and Sehgal 2009; Sobral-Leite et al. 2011, submetido). Em flores emasculadas e expostas de
Marathrum rubrum Novelo & Philbrick, C.T., Philbrick and Novelo (1998) obtiveram producdo de
sementes entre 3.7% (0-31.5%) e 10.7% (0-57.2%), indicando fluxo aéreo de polen inter-flores.
Sobral-Leite et al. (submetido) encontraram razdes estigma-pistilo em Apinagia richardiana entre
35-50%. Posteriormente, experimentos emasculados e isolados de insetos feitos nesta espécie,

produziram sementes em proporc¢des bem semelhantes as encontradas em Marathrum rubrum.
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Caracteres florais anélogos, e.g. elevada razdo estigma-pistilo, ampla superficie receptiva para
captura de grdos de pélen, sdo apresentados por angiospermas anemofilas tipicas como Poaceae e
Cyperaceae (Whitehead 1969; Faegri and Pijl 1979; Regal 1982; Culley et al. 2002).

Embora Diptera sp.2 e Tabanus sp. tenham sido os visitantes mais frequentes (Fig. 4B-C), as
observacdes de comportamento indicam pouca atuacéo destes insetos como polinizadores. O polen
encontrado externotribicamente nos Coleoptera das familias Coccinellidae e Erotylidae, além de em
Trigona spinipes, aliado ao comportamento de forrageio séo indicios mais consistentes de seus
papéis como polinizadores. Hymenopteras sdo frequentemente citados como visitantes florais
(Gessner and Hammer 1962; Grubert 1974; Rutishauser 1997; Rutishauser and Grubert 2000), e
mesmo polinizadores efetivos em Podostemaceae (Sobral-Leite et al. 2011, submetido), mas o
registro de Coleoptera é raro (Hauman 1948; Léonard 1993). Em Leiothylax quangensis Warming
(Podostemaceae), das quedas Tshopo, no Zaire, besouros Torridincola rhodesica Steffan
(Torridincolidae, Coleoptera) foram considerados polinizadores efetivos (Léonard 1993). Embora
estes registros sejam interessantes, ndo ha indicios que demonstrem a necessidade de vetores
bidticos especializados em Podostemaceae. Diferentemente de outras familias de angiospermas
aquaticas como Alismataceae (Vieira and Lima 1997) e Limnocharitaceae (Carvalho and
Schlindwein 2011), Podostemaceae ndo apresenta quaisquer barreiras de acesso ao pdlen aos
visitantes. A ampla gama de insetos de partes bucais curtas e pouco especializados que encontramos
(Fig. 3), alofilicos (sensu Faegri and Pijl 1979), corrobora essa afirmacdo. As diferencas na
producdo de sementes no controle entre os anos (Fig. 6), por sua vez, sugere que 0s vetores de
polen, bidticos ou abidticos tenham constancias ou disponibilidade variavel no ambiente. Em casos
extremos de autogamia, como em plantas cleistogamicas, a producdo de sementes, em geral,
apresenta quantidades estaveis ao longo do tempo (Faegri and Pijl 1979).

Embora tenhamos verificado autofertilizacdo, a auséncia de diferenca entre os tratamentos
do sistema reprodutivo e os morfos florais “brevistaminados” impossibilitados de se autofecundar

(Fig. 2ey), sugerem a adogdo de ECM por estas hidrofitas. Semelhantemente aos resultados obtidos
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aqui, Sobral-Leite et al. (submetido), encontraram evidéncias da adogcdo de ECM em A.
richardiana. Em Mourera fluviatilis do NE do Brasil, Sobral-Leite et al. (2011) encontraram
morfos florais de estames curtos, juntamente a maior sucesso reprodutivo em xenogamia. Por sua
vez, Tavares (1997) comenta a existéncia intraespecifica de formas florais de estames curtos e
longos, principalmente entre Apinagia e Rhyncholacis da Amazonia, sugerindo utilizagdo de ECM
mais ampla em Podostemaceaea. Autocompatibilidade e autogamia sempre foram atribuidas como
predominantes em macrofitas aquaticas (Les, 1988; Philbrick and Les 1996), incluindo
Podostemaceae (Mukkada 1969; Khosla et al. 2000, 2001; Gupta and Sehgal 2009; Sehgal et al.
2009). ECMs sdo amplamente registradas entre angiospermas (Goodwillie et al. 2005; Zipperle et
al. 2011), principalmente em formas terrestres, a exemplo de Cocos nucifera L. (Arecaceae)
(Meléndez-Ramirez et al. 2004). Em hidréfitas, os poucos registros de ECMs parecem estar
relacionados a monoicia e a sistemas cleisto-chasmogamos (Ernst-Schwarzenbach 1956; Sculthorpe
1967; Barrett et al. 1993; Zipperle et al. 2011). Para a mondica marinha Zostera noltii Hornem
(Zosteraceae), a analise multilocus revelou que 20 a 30% das sementes eram oriundas de
cruzamentos, enquanto que a geitonogamia foi a forma mais freqliente de autopolinizacdo (Zipperle
et al. 2011). Espécimes cultivados de Ottelia ovalifolia (R.Br.) Rich. (Hydrocharitaceae),
produtores regulares de flores aéreas e melitéfilas no verdo, durante a primavera e 0 outono
produziam flores cleistbgamas submersas (Ernst-Schwarzenbach 1956; Sculthorpe 1967). Desse
modo, nosso registro de ECM em espécies de Apinagia representa um dos poucos reportados para
hidrofitas hermafroditas de flores chasmdgamas a partir de evidéncias experimentais.
Estrategistas de cruzamento misto se beneficiam da garantia reprodutiva da autopolinizacéo
e da manutencdo de niveis de variabilidade genética em oportunidades eventuais de cruzamento
(Goodwillie et al. 2005). Para estas espécies plantas, ECMs podem ser interpretadas como respostas
adaptativas a ambientes cuja oferta de vetores bidticos seja varidavel (Kalisz and Vogler 2003;
Goodwillie et al. 2005), como ocorre nos ambientes aquaticos (Les 1988; Philbrick and Les 1996).

Entretanto, entre as lacunas de conhecimento sobre os mecanismos reprodutivos em plantas
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aquéticas estdo as informacdes sobre os sistemas de cruzamentos (Barrett et al. 1993). Em suma,
corroboramos nossas trés hipoteses e concluimos; (1) A producdo de sementes em flores
emasculadas e isoladas de insetos, reforcam a atuacdo do vento no sistema de polinizacdo das
Apinagia estudadas. (2) As espécies de Apinagia s&o polinizadas por insetos alofilicos generalistas.
(3) Auséncia de diferenca no crescimento de tubos polinicos e a prolifera producao de sementes em
autopolinizacdo e xenogamia, indicam auséncia de mecanismos de autoincompatibilidade nestas
espécies. (4) O acampanhamento da producdo natural de sementes e sua variacdo anual sugere
oferta sazonal diferencial de vetores, possivelmente influenciando no sucesso reprodutivo. (5) a
adocdo de ambofilia, aliada a indicacdes de ECM, sugerem a estratégias reprodutivas multiplas

(ERM) adotadas por estas hidréfitas para producdo de sementes.
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Tabela 1 — Ordens, familias e espécies de visitantes florais de A. aff. glaziovii, A. riedelli e

Apinagia sp.

Ordem/familia/espécie Apinagia aff. glaziovii  Apinagia riedelii  Apinagia sp.

Coleoptera

Coccinellidae ° °

Erotylidae
Coleoptera 1 °

Diptera

Muscidae
Musca domestica LINNAEUS ° °

Tabanidae

Tabanus sp. ° ° °
Diptera 1 ° °
Diptera 2 °

Hymenoptera

Apidae

Apis mellifera (Lepeletier, 1836) ° °
Augochlora sp. °
Trigona spinipes (Fabricius, 1793) ° °

Odonata

Coenagrionidae
Telebasis sp. 1 ° °
Telebasis sp. 2 ° °
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Tabela 2. Producdo de frutos e sementes (%, medidas de tendéncia central e amplitude) dos experimentos do sistema de polinizagdo, controle e
analises estatisticas dos dados obtidos (Kruskal-Wallis test, com o = 5%) de Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp. Houve diferenca na
producdo de sementes entre 0s experimentos emasculados e 0s ndo emasculados e o controle para todas as espécies; A. aff. glaziovii H = 323, df = 3, p

< 0.001; A. riedelii H = 246, df = 3, p < 0.001; Apinagia sp. H = 356.7, df = 3, p < 0.001.

Species/treatment % Seed-set

n FI/Fr Fr/seed-set” (X) (Q1—Qs3)/R
Apinagia aff. glaziovii
Insect exclusion (emasculated) 51 69/57 82.6/35.2 126(53-203)%/4-375
Insect exclusion (not emasculated) 29 33/28 84.8/75.5 285.5(261.7-331)"/135-470
Insect and wind (spontaneous self-pollination) 30 30/28 93.3/75.7 322(268.2-362.2)"/28-428
Exposed emasculation 30 37/32 86.5/8.9 17(9.7-52.7)%/3-120
Control" (natural pollination) 32 38/30 78.9/90.3 351(299-412)°/150-492
Apinagia riedelii
Insect exclusion (emasculated) 40 43/35 81.4/33.8 119(69.5-197)%19-279
Insect exclusion (not emasculated) 31 35/29 82.8/77.3 277(241-402)"/5-453
Insect and wind (spontaneous self-pollination) 32 40/30 75/63.80 256(202.5-335.7)"/9-419
Exposed emasculation 30 30/30 100/27.8 97(33.5-147)%8-330
Control" (natural pollination) 32 36/30 83.3/90.8 356.5(326.5-400.5)"/287-438
Apinagia sp.
Insect exclusion (emasculated) 40 41/34 82.9/23.1 84.5(51-157)%7-273
Insect exclusion (not emasculated) 50 50/50 100/47.5 205(190.5-232)"/55-340
Insect and wind (spontaneous self-pollination) 57 63/61 96.8/51.5 238(186-269)°/30-374
Exposed emasculation 32 39/30 76.9/6.4 16.5(9.5-30.5)%/2-147
Control" (natural pollination) 32 43/35 81.4/54.9 249(208-307)°/23-392

“Based on mean of ovules: A. riedelii (396), A. aff. glaziovii (388), and A. sp. (441).72011.
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Tabela 3. Produgdo de frutos e sementes (%, medidas de tendéncia central e amplitude) dos
experimentos do sistema reprodutivo, controle e anélises estatisticas dos dados obtidos (ANOVA
one-way test, com a = 5%) de Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp. Diferentes letras

mostram diferenca significativa.

Species/treatment % Seed-set

n FI/Fr  Fr/seed-set” (X) (Q:—Q3)/R
Apinagia aff. glaziovii
Manual self-pollination 64 64/60 93.7/59.88 243.5(162.25-293)°/65-414
Manual cross-pollination 60 60/52 86.6/57.18 219.5(133-311.7)%/62-402
Agamospermy 32 35/21 60/0 0

Control” (natural pollination) 30 33/30 90.9/90.34 351(299-412)%/150-492

Apinagia riedelii

Manual self-pollination 36 36/36 100/73.46 319(207-376.5)%/8-449
Manual cross-pollination 34 46/42 91.3/74.05  321(229.25-356.75)°/68-478
Agamospermy 30 34/34 100/0 0

Control' (natural pollination) 32 36/30 83.3/90.80  356.5(326.5-400.5)%/287-438
Apinagia sp.

Manual self-pollination 62 65/58 89.2/47.4 226(110.25-286.75)%/12-396
Manual cross-pollination 30 39/35 89.7/43.8 193(45.5-301.5)%/21-481
Agamospermy 43  45/32 71.1/0 0

Control' (natural pollination) 42 45/35 77.7/54.9 219(133-311.7)%/62-402

“Based on mean of ovules: A. riedelii (396), A. aff. glaziovii (388), and A. sp. (441).72011.
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Fig. 1. A. Distribuicdo de Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp., localidades na regido
Sudeste de acordo com Van Royen (1951) e no Nordeste do Brasil. B. Nordeste do Brasil; C. Areas

de estudo de Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp. no estado de Pernambuco.
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Fig. 2. Diagramas de sequéncia de antese de (A) Apinagia aff. glaziovii, (B) A. riedelii e (C)
Apinagia sp. (a.) Botdo floral envolvido pela espatela (sp.). (b.) Apds a ruptura da espatela em
funcdo do alongamento do pedicelo (p). (ci.) Flor iniciando a antese, evidenciando afastamento
entre lobos do estigma. Neste morfo floral, os filetes (f) ndo alongam. (c.) Flor iniciando a antese,
evidenciando afastamento entre lobos do estigma e inicio do alongamento do filete (f). (d;.) Flor
com estigmas estendidos. (d,.) Flor com estigmas estendidos. (e;.) morfo floral de filetes curtos,
cujas anteras ndo atingem o nivel dos estigmas. (e,.) morfo floral de filetes longos, cujas anteras
tocam os estigmas, possiblitando autopolinizacdo em final de antese. (f.) Capsula recém-formada.

(g.) Cépsula deiscente com valvas persistentes. Barra de escala = 1 mm.
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Fig. 3. Visitantes florais de Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp. (A) Trigona spinipes
Fabricius, 1793 (Hymenoptera: Apidae), (B) Coccinellidae sp.1 (Coleoptera), (C) Musca domestica
LINNAEUS (Diptera: Muscidae), (D) Tabanus sp.1 (Diptera: Tabanidae), (E) Diptera sp.1 e (F)

Telebasis sp.1 (Odonata: Coenagrionidae). Barra de escala = 20 mm
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Figura 4. Disponibilidade polinica (A) e freqiéncias dos visitantes florais de (B) Apinagia aff.
glaziovii, (C) A. riedelii e (D) Apinagia sp. Houve diferenca significativa na freqliéncia de visitas,
sendo T. spinipes mais freqiiente em A. aff. glaziovii (x> = 365.257, df = 5, p<0.001), Diptera sp. (x°

= 123. 58, df = 8, p<0.001) em A. riedelii e Tabanus sp. (x* = 41.81, df = 7, p<0.001) em Apinagia

sp.
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Fig. 5. Gréos de pdlen e tubos polinicos de Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia sp. em
microscopia de fluorescéncia. (A) Gréos de polen (pg) e tubos polinicos (pt) no estigma 24 h depois
da autopolinizagcdo manual em A. aff. glaziovii (magnificacdo 20 x). (B) Tubos polinicos resultantes
de autopolinizacdo manual 24 h, ao longo do estigma (magnificacdo 20 x) em Apinagia sp. Barra de
escala = 100 um. (C) Tubo polinico (pt) resultante de polinizacdo cruzada manual 24 h, penetrando
0 Ovulo (0) em A. glaziovi (magnificacdo 10 x). (D) Tubo polinico (pt), resultante de

autopolinizacdo manual 72 h, penetrando o 6vulo (0) em A. riedelii (magnificacdo 20 x).
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Fig. 6. Variacdo no seed-set e analises estatisticas dos dados obtidos (ANOVA ou Kruskal-Wallis
test, com a = 5%) do controle (natural pollination) de Apinagia aff. glaziovii, A. riedelii e Apinagia
sp. (A) Apinagia aff. glaziovii (F = 15.89, g.I. =5, p < 0.001), (B) A. riedelii (F =22.25,9.. =5,p<
0.001) e (C) Apinagia sp. (H = 281.8, g.I. = 3, p < 0.001). Diferentes letras mostram diferenca

significativa.
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Capitulo 4

Antecologia, sistema de cruzamento e avaliagdo em meédio prazo do
sucesso natural de Tristicha trifaria (Bory ex Willd.) Spreng.

(Podostemaceae: Tristichoideae)

Manuscrito a ser submetido ao periddico “Plant Biology”
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Tristicha trifaria (Bory ex Willd.) Spreng. (Podostemaceae: Tristichoideae)
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RESUMO
Dados sobre producdo natural de frutos e sementes, assim como suas variagfes em gradientes
temporais e espaciais, podem ser indicativos de tipos de sistemas reprodutivo e de polinizagdo em
angiospermas. Elevadas taxas de producdo de frutos e sementes em angiospermas aquéticas, por
exemplo, apontam predominio da autogamia em seus sistemas reprodutivos. Tristicha trifaria é
uma redfita neotropical amplamente distribuida, cujas investigacdes indicam autopolinizacao
espontanea, conjuntamente a anemofilia. Desse modo, investigamos seus atributos florais e
experimentalmente seu sistema reprodutivo, testando duas hipéteses: (i) T. trifaria apresenta mais
Ovulos penetrados em polinizagdes autogamas e (ii) os tubos polinicos de autogamia atingem 0s
Ovulos em menos tempo que os de xenogamia nesta espécie. O alongamento significativo (p<0.01)
dos filetes, possibilitando autopolinizacdo espontanea no final de antese e a auséncia de visitantes
florais, evidenciam a autogamia como principal sistema reprodutivo da espécie. Seus atributos
anemofilos; estames laterais, ampla superficie de receptividade estigmatica e grdos de polen
pequenos, secos e esferoides mostram também a possivel ocorréncia de alogamia mediada pelo
vento. Por outro lado, o crescimento de tubos polinicos sem diferenca entre pistilos cruzados e
autopolinizados, sugere a auséncia de mecanismos de autoimcompatibilidade. A variacdo interanual
e interpopulacional na producdo de sementes, no entanto, indicam que a disponibilidade de vetores

de pdlen pode influenciar seu sucesso reprodutivo, ndo sendo totalmente autégama.

Palavras-chave: reofitas; biologia reprodutiva; autofertilizacdo; papilas estigmaticas; anemofilia;

sistemas mistos de cruzamento; Floresta Atlantica
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INTRODUCAO

Dados sobre produgéo natural de frutos e sementes, assim como suas variagdes ao longo de
gradientes temporais e espaciais, podem fornecer indicativos de que tipos de sistema reprodutivo e
de polinizacdo atuam em espermat6fitas (Cruden 1977; Faegri & Pijl 1979; Wu & Jain 1980). Taxas
elevadas de producdo de frutos e sementes em angiospermas aquaticas, por exemplo, sdo indicativas
do predominio da autogamia em seus sistemas reprodutivos (Sculthorpe 1967; Philbrick & Les
1996). Por outro lado, baixa produtividade de sementes em espécies autocompativeis, mas ndo
autopolinizadas, sugerem falha nos mecanismos de interacdo com polinizadores bioticos (Faegri &
Pijl 1979; Wu & Jain 1980).

Podostemaceae ¢ composta por hidrofitas sesseis em rochas e troncos submersos (Sculthorpe
1967), que vicejam apenas ecossistemas Ioticos de ampla flutuacdo sazonal do nivel das 4guas (Van
Royen 1951; Tippery et al. 2011). Representada por cerca de 54 géneros e 300 espécies
intertropicais (Koi et al. 2012), o centro de diversidade dessa familia estad nos neotropicos com
cerca de 35 géneros e 135 espécies (Philbrick et al. 2010; Tippery et al. 2011). Podostemaceae
sensu strictu compreende as subfamilias, Podostemoideae Engler e Tristichoideae Engler (Van
Royen 1951; Philbrick 2004). A ultima é caracterizada pelo perianto trilobado ou pentalobado,
ovario bi ou trilocular e estames de um a trés, ou raramente entre cinco e 25 (Van Royen 1951;
1953; Philbrick 2004). Ja tepalas reduzidas e flores solitarias ou agrupadas inseridas em espatelas
caracteriza Podostemoideae que engloba a maioria das espécies (Van Royen 1951; Philbrick 2004).
Tristicha, e Weddellina (género monoespecifico - W. squamulosa Tul.) sdo os Unicos representantes
da subfamilia Tristichoideae nos neotrdpicos (Van Royen 1953). O primeiro género apresenta duas
espécies: T. trifaria (Bory ex Willd.) Spreng. nativa da América tropical, Africa, Madagascar e ilhas
Mascarene; e T. australis C. Cusset & G. Cusset, restrita a Australia (Cook 1990).

Pesquisas sobre os sistemas reprodutivos, ocorréncia de autocompatibilidade e mecanismos
de polinizacdo ainda sdo incipientes em Podostemaceae (Cook 1988; 1990; Philbrick & Novelo

1998). Entretanto, se reconhece que o ciclo reprodutivo destas reofitas € determinado pelo nivel das
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aguas dos rios (Philbrick & Novelo 1995). Na estacdo chuvosa elas permanecem submersas, apenas
em desenvolvimento vegetativo (Philbrick & Novelo 1995). Durante a vazante, na estacdo seca,
estas hidrofitas desenvolvem suas flores e emergem, possibilitando a atuacdo de agentes
polinizadores bidticos, abiéticos ou autopolinizagdo em meio aéreo (Willis 1902; Van Royen 1951;
Sobral-Leite et al. 2011).

Inferéncias sobre 0s mecanismos de polinizagao e sistemas reprodutivos em Podostemoideae
evidenciam ampla variacéo; de cleistogamia facultativa e sistemas mistos de cruzamento mediado
por abelhas (Philbrick 1981; Philbrick & Novelo 1998; Okada & Kato 2002; Sobral-Leite et al.
2011, submetido), a anemofilia e ambofilia (Accorsi 1944; Philbrick & Novelo 1998; Sobral-Leite
et al. 2011, submetido). Em Tristichoideae, observacgdes in situ (Accorsi 1944; Philbrick & Novelo
1997), evidéncias morfoldgicas e anatdmicas (Jager-Zirn 1997), razdo pélen 6vulo (Okada & Kato
2002) e estudos de caso (Gupta & Sehgal 2009) sugerem autogamia e anemofilia como
predominantes. Para T. trifaria, investigacbes em campo e analises morfologicas indicam
autopolinizacdo espontanea como modo mais atuante (Accorsi 1944; Jager-Zurn 1997; Philbrick &
Novelo 1997), embora a ocorréncia conjunta de anemofilia tenha sido levantada (Jager-Zirn 1997;
Philbrick & Novelo 1997).

Desse modo, nossos objetivos foram inferir sobre o sistema de polinizacdo de T. trifaria do
NE do Brasil a partir dos atributos florais e investigar experimentalmente seu sistema reprodutivo.
Para tanto, analisamos a morfometria e meristicas dos botdes, flores e ramos férteis e testamos duas
hipdteses: (i) T. trifaria apresenta mais dvulos penetrados em polinizacbes autdgamas e (ii) Os
tubos polinicos de autogamia atingem os Ovulos em menos tempo que os de xenogamia nesta
espécie. Discutimos ainda o papel desses atributos, comparando com outras Podostemaceae e

demais familias de angiospermas em geral.

MATERIAL E METODOS

Caracteristicas da espécie
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Tristicha trifaria € uma reofita submersa fixa amplamente distribuida na regido neotropical
formadora de extensos estandes subaquaticos (Fig. 1A) em rios de aguas oligotroficas que drenam
em florestas tropicais. E comumente encontrada associada a outras Podostemaceae sincronopétricas,
e.g. Apinagia richardiana (Tul.) P.Royen, A. riedelii (Bong.) Tul. e Mourera fluviatilis Aubl., assim

como com Egeria densa Planch (Hydrocharitaceae) e Potamogeton spp. (Potamogetonaceae).

Area de estudo

Os sitios de ocorréncia da espécie nos quais estudamos se localizam no Dominio da Floresta
Atlantica Brasileira, setor ao norte do rio Sdo Francisco (Fig. 1B), correspondendo ao subtipo
vegetacional; Floresta Ombrofila Aberta Submontana (IBGE 1985; Veloso et al. 1991). O clima
local é tropical quente e imido com temperatura média anual em torno de 22-24 °C com quatro a
cinco meses de estacdo seca entre outubro e fevereiro e chuvosa de marco a setembro (IBGE 1985)
com precipitacdo pluviométrica anual média de 1300 mm (ITEP 2012).

Conduzimos observacdes e amostragens in loco entre outubro e janeiro de 2005 a 2011 nos
rios: Ipojuca, municipio de Primavera (8°19'S to 35°21'W, 129 m a.s.l.) e Pirangi, municipio de
Maraial (8°47'S to 35°49'W, 212 ma.s.l.), ambos localizados no estado de Pernambuco, nordeste do
Brasil (Fig. 1B e C), distando cerca de 72 km um do outro. No rio Pirangi, estudamos a populacéo
de T. trifaria proxima as corredeiras Caldeirdo da Néga e no rio Ipojuca estudamos a populacédo
proxima a cachoeira do Urubu. Tombamos 0s espécimes-testemunho das populac@es estudadas no

Herbéario Geraldo Mariz da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil (UFP 41738 e 41924).

Morfologia e biologia floral

Em cada localidade, enumeramos todos os individuos presentes numa transeccdo de 10 mx 1 me
sorteamos entre 40 e 60 individuos férteis por localidade para verificar se existe correlagdo entre o
namero de flores e o tamanho do ramo. Acondicionamos individualmente as amostras de botdes,

flores, frutos e ramos, fixamos em etanol 70% para posterior medi¢do com o auxilio de paquimetro
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digital e contagem do numero de flores em laboratorio. Calculamos a razéo estigma-pistilo
dividindo a altura do estigma sobre a altura total do pistilo da mesma flor. Com essa ultima medida,
saberiamos quanto equivale o estigma em altura em relagdo ao total do pistilo (Sobral-Leite et al.
submetido). Registramos cor, possiveis areas com osmodforos (in loco), dimensbes, numero e
disposicdo das pegas florais. Estimamos o nimero de grdos de polen utilizando microscopio optico
e camara de Neubauer (Maéda 1985). Para calcular a razdo po6len-6vulo (Cruden 1977), utilizamos
30 botdes florais (n = 30 individuos) em pré-antese. Para estimar a viabilidade do pélen seguimos a
técnica de coloracdo do citoplasma com carmim acético a 2% (Radford et al. 1974), utilizando
polen de dez botbes em pre-antese (n = 10 individuos). Testamos no campo as possiveis areas de
concentracdo de osmoforos em 30 flores (n = 30 individuos), no inicio e durante a antese,
imergindo essas flores em solugcdo aquosa de Vermelho Neutro (1:1000) por duas horas, seguindo
protocolo de Vogel (1963). Em seguida as lavamos em agua corrente, observamos e fotografamos.
Adicionalmente para verificar emissdo de odor, acondicionamos 30 flores (n = 30 individuos) em
um recipiente de vidro opaco e hermeticamente fechado, aberto apos duas horas (Dobson et al.
2005).

Para as analises em MEV, botdes e flores foram desidratados em dimetoximetano, secos até
0 ponto critico, utilizando CO2 liquido, montados em stubs de aluminio, e metalizados com ouro.
Posteriormente, examinamos esse material em microscopio eletrénico de varredura (AMR 1200B,
Leitz, Alemanha; software: Sistema de Processamento de Imagem Digital 2.6), no Heidelberger

Institut fir Pflanzenwissenschaften, Biodiversitat und Pflanzensystematik, Alemanha.

Visitantes florais, sistema reprodutivo e amostragem do controle

Para observacdo e andlise da frequéncia de visitantes florais, assumimos cada agrupamento de T.
trifaria sobre uma rocha isolada como individuo, em fungdo da dificuldade em determinar plantas
individuais nesta espécie. NG6s observamos visitas em dois individuos focais por localidade. Durante

as sessdes de observacdo, registramos: o tipo, o periodo, a duragdo e o comportamento de visita dos
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visitantes florais, bem como suas interacbes com individuos da mesma ou de outras espécies
visitantes. Estudamos o comportamento dos visitantes florais in situ e com fotografias durante
periodo diurno, das 5:00 a.m. as 17:00 p.m. Com auxilio de rede entomoldgica capturamos 10
espécimes de cada espécie visitante e posteriormente montamos a seco para identificacao e inspecdo
dos locais de deposicdo de polen sob estereomicroscopio. Os espécimes-testemunho foram
depositados na colecdo entomoldgica do Laboratério de Biologia Floral e Reprodutiva do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco.

Para amostragem do controle (polinizacdo natural) e dos individuos utilizados nos
experimentos do sistema reprodutivo, em cada localidade instalamos uma transec¢do de 30 m x 5
m, dentro da qual enumeramos 100 individuos e sorteamos entre 30 e 60 por localidade. No caso do
controle, mantivemos as plantas sorteadas no campo expostas a todos 0s possiveis vetores de pdlen
e as acompanhamos semanalmente até a formacéo dos frutos. Posteriormente, amostramos de um a
trés frutos por planta e os acondicionamos individualmente em tubos de Eppendorf de 2 ml com
etanol 70%. As sementes de cada fruto foram uniformemente distribuidas em laminas histoldgicas
com duas gotas de acido latico e glicerol (3:1). Contamos as sementes sob estereomicroscépio,
usando papel milimetrado e contador manual. Calculamos a razéo semente-6vulo a partir da diviséo
do numero de sementes de cada fruto individual sobre a média de 6vulos por ovario e seguimos
Cruden (1977) para o célculo do indice de polinizacdo cruzada (IPC).

Para analise do sistema reprodutivo assumimos como medida de sucesso 0 nUmero de
Ovulos penetrados por tubos polinicos em cada tratamento. Em campo, acondicionamos
coletivamente individuos em flor em placas de Petri contendo &gar a 1% separadas em trés grupos;
autopolinizacdo espontanea, autopolinizacdo manual e polinizacdo cruzada manual. Conduzimos as
placas ao laboratério para as posteriores polinizacdes controladas. Na autopolinizagdo manual
colocamos o polen de uma flor no estigma da mesma flor, friccionando as anteras deiscentes nos
estigmas com o auxilio de pingas. Para a polinizacdo cruzada manual, emasculamos os botbes

florais e os polinizamos no dia seguinte. Nesse experimento, as flores doadoras de pdlen foram
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oriundas de agrupamentos sobre rochas diferentes dos agrupamentos receptores, na proporcao de
1:1. Efetuamos 30 autopolinizagdes manuais e 30 polinizagdes cruzadas manuais e coletamos 10
pistilos por tratamento em trés diferentes horarios: 24, 48 e 72 h, poés-polinizacdo. Na
autopolinizacdo espontanea, marcamos o pedicelo das flores e as retiramos apds transcorrido o
tempo correspondente ao tratamento. Posteriormente, acondicionamos as flores polinizadas em
tubos de Eppendorf com AFA (alcool - formalina - &cido acético), preparamos 0 material de acordo
com Martin (1959), e o observamos sob microscopia de fluorescéncia. Nos contamos 0s primeiros

50 6vulos de cada ovario, registrando quanto a presenca ou ndo de tubos polinicos em cada 6vulo.

Analises estatisticas

Para testar nossas hipoteses, inicialmente, verificamos a presenca de outliers nos dados com o teste
de Grubbs para outliers (Burke 2001). Apds esse procedimento, utilizamos a ANOVA one-way ou 0
teste de Kruskal-Wallis para verificar diferencas no niumero de ovulos penetrados por tubos
polinicos entre os tratamentos do sistema reprodutivo. Para verificar diferencas entre os anos e
localidades dos controles utilizamos a ANOVA two-way. Usamos o teste T (ou o teste de Mann-
Whitney) para verificar diferencas na morfometria das estruturas florais entre botdes e flores em
final de antese e a correlacdo de Spearmann na detec¢do de correspondéncia entre tamanho do talo e
namero de flores (Zar 1996). Utilizamos o ambiente R Development Core Team (2012) para efetuar

as andlises estatisticas supracitadas.

RESULTADOS

Morfologia e biologia floral

Os botBes de T. trifaria se desenvolveram ao longo de toda extensdo dos ramos (Figuras 2B e C),
permanecendo protegidos até a pré-antese por duas bracteas involucrais que formam a Estrutura de
Cupula. A flor de T. trifaria é zigomorfa e hermafrodita com altura média de 11.2 mm (+1.85 mm,

n = 30, Tabela 1) e coloracdo verde-clara a vinacea nos estigmas e pedicelo (Figuras 2C). Ocorreu
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alongamento do pedicelo entre os botdes em pré-antese e as flores, havendo diferenca no
comprimento daquela estrutura (U = 0.00, p < 0.001) entre estas duas fases. Esse alongamento
(Figura 3A) possibilitou a abertura da “Estrutura de Cupula” (Figura 2C) e a exposi¢do da flor. A
antese iniciou entre 5:00 e 5:30 a.m. e durou cerca de 12 h. A flor de T. trifaria (Figuras 2B e C) foi
actinomorfa, hermafrodita com perigénio de trés tépalas que envolvem o ovério globdide, stpero,
trilocular e tricarpelar, sendo o androceu formado por um estame (Figuras 2C e 4A).
Semelhantemente ao pedicelo, verificamos o alongamento do filete entre os botGes em pré-antese e
as flores (Figura 3B), com diferenca de comprimento daquela estrutura (U = 14.00, p < 0.001) entre
estas fases florais. Os gréos de polen foram ménades esferoidais tricolpadas com exina espinhosa
(Figura 4C) com viabilidade de 94% (x 4%, n = 10) na fase de pré-antese. Os trés lobos
estigmaticos que formam o estigma foram repletos de papilas ao longo de toda sua extensao (Figura
4B). Estes lobos apresentaram reacfes de receptividade simultaneamente logo apos a abertura das
tépalas e antes da deiscéncia da antera, evidenciando protoginia breve. As areas coradas pelo
Vermelho Neutro foram as bracteas, as tépalas e a antera (Figura 5). Houve correlagdo entre o
nimero de flores produzidas e as dimensdes dos ramos férteis (r* = 0.34, p = 0.001), com 0S ramos
maiores portando mais flores que os menores (Figura 6). Entre 15 e 20 dias ap0s a senescéncia, 0S
frutos do tipo capsula, iniciaram deiscéncia longitudinal e as sementes foram liberadas. No
diagrama (Figura 7) ilustramos a sequéncia de desenvolvimento da flor, dos botdes em pré-antese a

formacdo do fruto.

Visitantes florais, sistema reprodutivo e amostragem do sucesso natural

As observacOes de visitantes florais totalizaram 48 h, sendo que nenhum visitante foi observado nas
flores de T. trifaria em ambas as localidades durante o periodo de estudo. O crescimento de tubos
polinicos nos pistilos manualmente cruzados e autopolinizados e de autopolinizagdo esponténea
ocorreu a partir de 24 h apds a polinizagdo (Figuras 8A-B). N&o detectamos diferenca no nimero

de 6vulos penetrados entre os tratamentos (24 h; H = 3.6862, g.l. =2, p = 0.1587. 48 h; F = 1.5789,
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gl. =2, p=0.2462. 72 h; H = 0.7868, g.l. = 2, p = 0.6747). A média de razdo polen évulo de T.
trifaria foi de 57 £ 34.9 (Tabela 2). A de producéo de sementes dos controles diferiu entre anos

(F=18.8, g.1.=5, p<0.001) e entre as localidades (F=35, g.1.=5, p<0.001) (Tabela 3).

DISCUSSAO

O alongamento dos filetes, possibilitando autopolinizacdo espontanea, evidencia a importancia da
autogamia como componente no sistema reprodutivo de T. trifaria. Este mecanismo tem sido
registrado para outras espécies de Podostemaceae (Philbrick 1981; Philbrick & Novelo 1998; Gupta
& Sehgal 2009; Sobral-Leite et al. 2011) e parece ser favorecedor de autopolinizacdo (Sobral-Leite
et al. 2011, submetido). Nossos dados de IPC para a especie, por outro lado, foram discrepantes
com a cleistogamia esperada por Cruden (1977), e em relacdo a avaliacdo dos atributos florais e
andlise dos tubos polinicos (Tabela 3; Figura 8). Para Cruden (1977), espécies com valores de razéo
polen-ovulo inferiores a log 4.7 (IPC 0), seriam cleistogamicas, embora tal sistema reprodutivo nao
tenha sido registrado em T. trifaria. A comparacdo com o sistema de razéo polen-6vulo de Okada &
Kato (2002) para Podostemaceae, no entanto, parece ser mais condizente a0 que encontramos.
Dentro dos valores médio e de amplitude superior para essa variavel (Tabela 2), T. trifaria se
classificada como autdégama, sem distingdo entre obrigatéria ou facultativa (Okada & Kato 2002).
Lloyd & Schoen (1992) explicam que em plantas autdgamas facultativas, como T. trifaria,
independente se iniciais ou tardias, a manutencao da antese possibilita a recepcéo de gréos de polen
alébgamos. Embora T. trifaria, apresente microsporos ja desenvolvidos quando os 6vulos ainda estéo
na forma anatropa (Jager-Zurn 1997), nossos dados morfoldgicos e observacGes de antese floral
(Figura 5) indicam a ocorréncia de autogamia tardia (sensu Lloyd & Schoen 1992) na espécie. O
crescimento de tubo polinico, sem distingcdo entre os tratamentos cruzados e autopolinizados, por
sua vez, nos mostra a atuacdo de um sistema misto de cruzamento (Atluri et al. 2004; Goodwillie et
al. 2005), em T. trifaria. Em espécies ECM, a producdo de frutos e sementes pode ser advinda de

diferentes balangcos entre autopolinizacbes e poliniza¢cbes cruzadas mediadas bidtica ou
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abioticamente (Atluri et al. 2004; Goodwillie et al. 2005; Gupta & Sehgal 2009). Evidéncias da
ocorréncia de sistemas mistos tem sido crescentemente levantadas entre representantes da familia
(Philbrick & Novelo 1998; Gupta & Sehgal 2009; Sobral-Leite et al. 2011). No entanto, a
preponderancia de vetores bidticos no componente alégamo do sistema foi registrada apenas na
Podostemoideae Mourera fluviatilis Aubl. (Sobral-Leite et al. 2011). Para Tristichoideae, a
alogamia do sistema misto foi atribuida a ocorréncia de anemofilia por meio de evidéncias
morfoldgicas e de razdo pdlen-évulo em Indotristicha ramosissima (Gupta & Sehgal 2009).
Contudo, mesmo diante da auséncia de evidencias experimentos, os atributos aneméfilos em T.
trifaria, como estames laterais (Figuras 1C e 3A), ampla superficie de receptividade estigmatica
(Figura 3B) e graos de polen pequenos (Figura 3C) secos e em moénades esferoidais (Whitehead
1969; Culley et al. 2002) indicam que essa alogamia possivelmente ¢ mediada pelo vento. A este
respeito, Accorsi (1944), excluindo a hidrofilia na espécie, comentou que sua polinizacdo
possivelmente se da pelo ar, pois a alta densidade de flores, fortes ventos e a posicao das anteras,
permitem a ocorréncia de anemofilia. A partir de observacdes in situ (Philbrick & Novelo 1997),
argumentaram que T. trifaria, assim como outras Podostemaceae encontradas no México, parecem
ter na anemofilia seu sistema de polinizacdo primario. A auséncia de insetos polinizadores sobre 0s
ramos férteis destas espécies (Philbrick & Novelo 1997) corroboram nossas observacfes de

visitantes florais em T. trifaria e reforcam a funcdo do vento em seu sistema alégamo.
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Tabela 1. Morfometria (médiatdesvio padrdo/amplitude) de flores, frutos, grdos de pdlen por flor e

razdo polen-évulo de Tristicha trifaria.

Character n (X £SD/R)
Fertile branch 91 17.5 £ 9.30/4.29-44.71
Spathella 30 2.28 £ 0.38/1.46-3.19
Flower 30 11.2 + 1.85/6.98-15.4
Pistil 30 2.07 £ 0.30/1.51-2.54
Ovary 30 1.50 £ 0.20/1.03-1.82
Stigmatic lobe 30 0.61 +£0.21/0.25-1.14
Stamen 30 2.38 £0.37/1.61-3.2
Anther 30 0.78 £0.16/0.47-1.06

Length in mm.
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Tabela 2. Meristica (médiatdesvio padrdo/amplitude) de flores, frutos, grdos de polen por flor e

razdo polen-évulo de Tristicha trifaria.

Character n (X £SD/R)
Flowers/branch 91 574 £3.7/1-21
Pollen grains/flower 30 2.229 + 1109/625-5.000
Pistil-stigma ratio 30 0.29 + 0.09/0.13-0.51
Ovules/ovary? 30 41.7 + 8.30/30-58
Ovules/ovary” 55 56.1 + 9.06/37-74
Pollen-ovule ratio 30 57 + 34.9/12-156
Seed'-ovule ratio® 12 0.25 + 0.16/0.05-0.53
Seed'-ovule ratio” 22 0.19 +0.17/0.04-0.62

8Maraial. "Primavera. 2011"
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Tabela 3. Variacdo na producdo de sementes dos controles de Tristicha trifaria do Nordeste do
Brasil de 2005 a 2011 nos rios Ipojuca e Pirangi e analises estatisticas dos dados obtidos (Kruskal-
Wallis test, com o = 5%). Houve diferenga significativa no nimero de sementes entre 0s controles
de anos diferentes dentro da mesma localidade (F=18.8, g.1.=5, p<0.001) e entre as localidades

(F=35, g.1.=5, p<0.001). Diferentes letras mostram diferenca significativa.

Control(Year) Site (X + SD/R)
Primavera Maraial

n n p
2005 35 35.2 +16.1/1-54 16 49.2 +9.8/23-67 ns
2006 23 57.22 + 14.4/16-74 24 33.7 £5.2/18-41 0.001
2007 23 36.5+11.02/8-48 30 38.2 +11/19-64 ns
2008 28 8.6 +9.4/1-35 21 18.9 + 8.5/5-33 ns
2009 23 34.6 + 13.8/4-57 20 10.25 +8.74/1-31 0.001
2010 21 29.9 +10.8/1-43 18 19.9 +9.2/8-41 ns

2011 35 52.8 + 8.25/37-69 18 10.7 £ 6.2/2-22 0.001
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Figura 1. A. Distribuicdo de Tristicha trifaria. B. Nordeste do Brasil; C. Areas de estudo de
Tristicha trifaria no rio Pirangi, trecho do Municipio de Maraial, e rio Ipojuca, trecho do municipio

de Primavera, Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.
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Figura 2. Trecho do habitat, ramo fértil com flores e detalhes da flor de Tristicha trifaria. (A)
Estandes subaquaticos de T. trifaria no rio Ipojuca (setas brancas), proximo a cachoeira do Urubu.
Barra de escala = 50 cm. (B) Ramo fértil emerso no rio Pirangi, no qual podem ser vistos flores
(setas brancas), ramos (sh) e folhas (If). Barra de escala = 1 cm. (C) Flor de T. trifaria em detalhe,
mostrando o estame (stm), estigma trilobado (sti), ovario (0), as tépalas (te), pedicelo (pe), Estrutura

de Cupula (br) e a base do ramo de onde orinou-se a flor (sh). Barra de escala = 0.5 cm.
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Figura 3. Comparacdo entre alturas de pedicelos e filetes de botdes e flores em final de antese de
Tristicha trifaria. (A) Altura do pedicelo de botdes e flores de T. trifaria diferiram
significativamente entre estas fases florais (U = 0.00, p < 0.001). (B) Comparacéo entre altura dos

filetes de botGes e flores de T. trifaria com diferencas entre as fases florais (U = 14.00, p < 0.001).
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Figura 4. Micrografias eletronicas de varredura (MEV) das flores e estruturas florais; estigmas,
papilas estigmaticas e gréos de pdlen de Tristicha trifaria. (A) Flor de T. trifaria mostrando antera
(@), filete (f), estame (stm), estigmas (sti), ovario (0) e tépalas (te). Barra de escala = 400 um. (B)
Detalhe do estigma (sti) evidenciando amplas superficies recobertas por papilas estigmaticas de T.
trifaria. Barra de escala = 50 pum. (C) Grdos de polen de T. trifaria esferoidais em mdnades

tricolpadas. Barra de escala = 20 um.
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Figura 5. Areas coradas pelo Vermelho Neutro (setas) na flor de Tristicha trifaria. Antera (a),

tépalas (te) e bracteas (br).
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Figura 6. Correlacéo positiva e significativa (n = 91, r> = 0.34, p = 0.001) entre nimero de flores e

0 comprimento dos ramos em Tristicha trifaria.
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Fig. 7. Diagrama de seqliéncia de antese de Tristicha trifaria. (A) Botbes envolvidos pelas
Estruturas de Cuapula. (B) Inicio do alongamento dos pedicelos (p) e emergéncia das flores. (C)
Flores apds a abertura das tépalas, iniciando a antese, evidenciando o alongamento dos filetes e a
liberacdo dos estames (stm). (D) Flores em antese; com anteras (a) sobre os estigmas em funcéo do
alongamento dos filetes (f). (E) Flores em final de antese, evidenciando as anteras tocando 0s
estigmas trilobados. (F) Capsula recém formada. (G) Capsula deiscente com valvas persistentes.

Barras de escala = 0.5 mm.
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Fig. 8. Micrografias de fluorescéncia de gréos de polen e tubos polinicos de Tristicha trifaria. (A)
Gréos de pdlen (pg) e tubos polinicos (pt) no estigma 24 h apds a autopolinizacdo manual. (B)
Tubos polinicos (pt) resultantes de autopolinizagdo manual 24 h, penetrando os 6vulos (0). (C)
Tubo polinico (pt) resultante de polinizacdo cruzada manual 24 h, penetrando os 6vulos (0). Barras

de escala = 100 pum.
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The Podostemaceae are sessile hydrophytes restricted to habitats with waterfalls and seasonal flow
variability. Mourera fluviatilis belongs to the family and has a disjunct distribution in the Amazon
and northeastern Brazil. The following hypotheses were tested: (i) both autogamy and anemophily
act on the pollination system of M. fluviatilis, and (ii) the highest reproductive success is achieved by
cross-pollination. Natural populations were monitored in the rivers Pirangi and Ipojuca, northeastern
Brazil. Floral visitors are the polylectic bees Apis mellifera, Trigona spinipes (Apidae), Augochlora sp. and

Z?; Vggg;ly Augochloropsis sp. (Halictidae), though only the latter three are effective pollinators. In experiments on
Entomophily the reproductive system and pollination there was a high percentage of fruit formation (>86%), both
Allogamy in treatment and control plants. Although the index of self-incompatibility is 0.86, there was a signifi-

cant difference in the number of seeds produced among reproductive system treatments, and xenogamy
produced more seeds. There was no significant difference in the number of penetrated ovules between
control and manual cross-pollination (xenogamy) treatments, 24 h after pollination. However, there were
differences among treatments, 48 h after pollination, except for the control and xenogamy treatments.
The pollen tubes from cross-pollination treatments usually penetrate the micropyle in shorter time and
in higher quantity. We found differences among pollination experiments, except for the control and
non-emasculated treatments, and between emasculated treatments. In spite of the ambiguity of floral
attributes (pedicel, filaments and anthers colors, sweet odor, reduced perianth, absence of nectar, small
and dry pollen grains), wind pollination is less important for this species; what predominates instead are
first allogamy mediated by bees and second self-pollination at the end of anthesis.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

Aquatic plant
Atlantic Rain Forest
Lotic habitat

1. Introduction

The family Podostemaceae is composed of sessile hydrophytes
attached to rocks, also known as haptophytes (Sculthorpe, 1967).
They are restricted to lotic habitats and waterfalls, in rivers where
the water level fluctuates seasonally (Van Royen, 1951), and com-
prises about 48 genera and 280 species (Ameka et al., 2003;
Philbrick, 2004). It has a pantropical distribution, but the Neotrop-
ics are the main centre of speciation and diversity of this family,
where 135 species occur (Philbrick et al., 2010). The genus Mourera
comprises eight species in Brazil, Colombia, the Guianas, Suriname,
and Venezuela. In Brazil this genus is found in the northern, north-
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eastern and central regions (Van Royen, 1953; Tippery et al., 2011).
Mourera fluviatilis Aubl. is the most widespread species of the genus,
with a disjunct distribution in the Amazon and northeastern Brazil
(Fig. 1A). In northeastern Brazil there are relict populations in the
Pernambuco Endemism Centre (Fig. 1B) and in the Atlantic Forest
within the Caatinga Domain.

The reproductive cycle in Podostemaceae is determined by the
water level of the river, because during the rainy season these
macrophytes remain submerged, in vegetative growth (Philbrick
and Novelo, 1995). During the dry season, with low flow, plants
emerge and expose their flowers to potential pollinators (Willis,
1902; Van Royen, 1951). Knowledge on reproductive systems and
pollinators is still poor in the family (Cook, 1988, 1990; Philbrick
and Novelo, 1998; Cook and Rutishauser, 2007).

According to Rutishauser (1997) many Neotropical species,
especially from the genera Apinagia, Mourera and Rhyncholacis,
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Fig. 1. (A) Disjunct distribution of Mourera fluviatilis in the Amazon and in northeastern Brazil (®), localities in the Amazon following Van Royen (1953) and in northeastern
Brazil. (B) Pernambuco Endemism Centre (dark areas). (C) Study areas of M. fluviatilis in the rivers Pirangi, Maraial municipality, and Ipojuca, Primavera municipality, state

of Pernambuco, northeastern Brazil (@®).

have entomophilous characteristics: a variable number of stamens,
brightly colored filaments and pedicels, floral odor and visitor
insects. However, inferences on the pollination mode based on
flower morphology, number and arrangement of floral parts (e.g.
Philbrick, 1981; Philbrick and Bogle, 1988; Khosla and Moham Ram,
1993), dimensions, structure of pollen grains and pollen-ovule ratio
(e.g. Bezuidenhout, 1964; Lobreau-Callen et al., 1998; Okada and
Kato, 2002; Cook and Rutishauser, 2007), as well as case stud-
ies (see Philbrick, 1984; Philbrick and Novelo, 1998; Khosla et al.,
2000, 2001; Khosla and Sehgal, 2009), suggest the predominance
of autogamy, and anemophily as the main pollination system.
Nevertheless, in the literature there are many records of bees
visiting flowers of Podostemaceae, including M. fluviatilis (e.g.
Went, 1926; Gessner and Hammer, 1962; Grubert, 1974; Tavares,
1997; Okada and Kato, 2002), suggesting a possible allogamy
by biotic vectors. However, the lack of frequency data and of
systematic behavioral observations of flower visitors in those
studies makes it difficult to determine the role of these insects
as pollinators or pollen robbers. Mukkada (1969) suggested for
Dalzellia zeylanica (Gardner) Wight (Podostemaceae) the occur-

rence of a pollination system including insects and wind as pollen
vectors.

In this work, in order to clarify issues about the pollination
and reproductive system of M. fluviatilis, and more broadly, on the
anthecology of the Podostemaceae, we tested two hypothesis: (i)
that both autogamy and anemophily act on the pollination system
of M. fluviatilis, and (ii) that the highest reproductive success in the
species is achieved by cross-pollination. We also discuss the role
of floral traits and entomophily in pollination and the reproductive
system of M. fluviatilis, comparing it with other Podostemaceae.

2. Materials and methods
2.1. Study area

The study areas are located in the Pernambuco Endemism Centre
(Fig. 1B) considered one of the most important endemism centers
of South America for sheltering rare species, including relic pop-
ulations of species with disjunct distribution in the Amazon and
northeastern Brazil (Leme and Siqueira-Filho, 2006). The regional
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climate is tropical, hot and humid with an annual average temper-
ature around 22-24°C, four to five months of dry season between
October and February and a rainy season from March to September
(IBGE, 1985). The annual average rainfall is 1300 mm (ITEP, 2009).
We carried out field observations between August and Decem-
ber from 2004 to 2007 in the rivers Pirangi, Maraial municipality
(8°47'St035°49'W, 212 ma.s.l.), and Ipojuca, Primavera municipal-
ity (8°19'S to 35°21’'W, 129 m a.s.L.). Both are located in the state of
Pernambuco (Fig. 1C), northeastern Brazil, about 72 km apart from
each other. In the River Pirangi, we studied M. fluviatilis popula-
tions of three localities nearby the waterfalls “Caldeirdo da Néga”
and in the River Ipojuca, we studied the population of “Urubu”
waterfalls, making a total of 960 h of field work. Vouchers from
both populations were deposited in the Herbarium Geraldo Mariz
at Universidade Federal de Pernambuco, Brazil (UFP 41724, 41741,
51416 and 51436).

2.2. Morphology and floral biology

Using individuals of all study areas, we recorded: the color of
flowers, emission of odor, possible location of osmophores, time of
beginning and duration of anthesis, dimensions and arrangement
of floral parts, as well as pollen availability.

We took measurements from flowers with a digital caliper.
Stigmatic receptivity was tested in the field with potassium per-
manganate (Robinsohn, 1924) and hydrogen peroxide (Galen and
Plowright, 1987), and observed under a hand lens. We estimated
the number of pollen grains per anther using an optical microscope
and a Neubauer chamber (Maéda, 1985). For calculating the pollen-
ovuleratio (Cruden, 1977) we used floral buds (n = 10 individuals) in
pre-anthesis fixed in 70% ethanol. To estimate pollen viability we
used the cytoplasm staining technique with 1.2% acetic-carmine
(Radford et al., 1974) using the pollen of 10 floral buds (n=10 indi-
viduals) in pre-anthesis phase. To estimate the variation in pollen
availability we collected and analyzed 10 flowers at different times:
3, 6,9 and 12 h after the beginning of anthesis. The stamens were
placed in Eppendorf tubes with 1 ml of lactic acid and glycerol (3:1),
and the number of pollen grains was estimated later in a Neubauer
chamber (Maéda, 1985). We determined in the field the sites of
scent emission in 30 flowers (n=30 individuals) in the beginning
of and during the anthesis, using neutral red (Vogel, 1963). At the
same time, we placed 10 flowers (n=10 individuals) in a hermeti-
cally sealed dark glass recipient, which was opened after 2 h (Dafni
etal., 2005) to analyze the emission of scent. For the morphometric
and morphological analyses of M. fluviatilis pollen we used ace-
tolysed grains following Erdtman (1969). The morphometric data
comprised 25 measures for the polar and equatorial diameters of
pollen grains from 25 flowers (n =25 individuals).

For SEM studies, buds were dehydrated in dimethoxymethane,
critical-point dried using liquid CO,, mounted on stubs, coated with
gold and studied in a scanning electron microscope (AMR 1200B,
LEITZ, Germany; software: Digital Image Processing System 2.6), at
the Heidelberger Institut fiir Pflanzenwissenschaften, Biodiversitdt
und Pflanzensystematik, Germany.

2.3. Flower visitors, pollination and reproductive systems

We observed visits to about 100 inflorescences in a group of focal
plants. During the observation sessions we recorded the type, time,
duration and the behavior of flower visitors, as well as their interac-
tions with individuals of the same or other species. We studied the
behavior of flower visitors based on observations in situ and pho-
tographs during daytime, from 5:00 to 17:00. With an insect net we
captured five specimens of each visitor species and then mounted
them dry for identification and inspection of pollen deposit sites
under a hand lens and a stereomicroscope. Voucher specimens

were deposited in the collection of the Laboratério de Biologia Flo-
ral e Reprodutiva at the Departamento de Botadnica, Universidade
Federal de Pernambuco, Brazil.

In order to test which vectors pollinated M. fluviatilis -
wind, insects or both - we carried out four experiments in the
field using wooden grids (50 cm x 15cm x 15 cm) placed over the
inflorescences tested. For the experiments of insect exclusion
with non-emasculated and emasculated flowers, we covered the
wooden grids with a 0.5 mm mesh screen, to prevent the access of
flower visitors, but not wind flow. This protocol allowed determin-
ing how much of the seed production was due to pollen brought by
the wind and how much was due to wind and self-pollination, in
case it occurred. In the experiment of exclusion of wind and insects
we replaced the screen for voile, with a 0.02 mm mesh, preventing
the passage of both wind and insects. We also used exposed emas-
culated flowers, whose tepals were also removed, in order to test
how much of the seed production resulted from pollen brought by
the wind or by insects, even if those flowers did not have parts that
are attractive to insects (stamens and tepals). The control consisted
of marking, observing and tracking randomly selected individuals,
which were kept exposed to all possible pollen vectors.

In order to analyze the reproductive system we carried out
field experiments of manual self-pollination, cross-pollination and
checked for agamospermy (Radford et al., 1974). The index of self-
incompatibility (ISI) was calculated following Zapata and Arroyo
(1978), and the outcrossing index (OCI) followed Cruden (1977).
Manual self-pollination consisted of isolating the flower stalks
with voile bags, and then to self-pollinate the pre-anthesis flo-
ral buds, on the day after onset of anthesis. We manually placed
the pollen of one flower on the stigma of the same flower by rub-
bing the dehiscent anthers on the receptive areas of the stigma
with tweezers. Then, for cross-pollination we covered the flower
stalks, emasculated floral buds and submitted flowers to pollina-
tion on the following day. In this experiment, pollen-donor flowers
were collected from plants from another area, in the proportion
1:1. In order to test for the existence of agamospermy, buds in
pre-anthesis were emasculated and the inflorescences were iso-
lated with voile bags. At the same time, we analyzed the growth
of pollen tubes in order to evaluate self-incompatibility mecha-
nisms and growth speed. We performed 30 pollinations for the
treatments manual self-pollination, cross-pollination and control
(n=30 individuals per treatment, ng,q =90 individuals). We col-
lected 10 pistils per treatment at three different times: 8, 24 and
48 h after pollination. The pistils were placed in Eppendorf tubes
with FAA (formaldehyde-acetic acid-alcohol) for posterior anal-
ysis. Pistil preparation followed Martin (1959), and observations
were made under a fluorescence microscope. We counted the first
200 ovules in each ovary, recording the presence or absence of
pollen tubes in each one.

In all experiments on pollination and reproductive systems, we
marked between 30 and 100 randomly selected individuals, and we
used one to three flowers per individual for each treatment. In all
experiments we discarded unused floral buds without damaging
the inflorescence. We monitored the fruit set weekly, and placed
them into 2-ml Eppendorf tubes with 70% ethanol. We counted
seeds under a stereomicroscope using graph paper and a man-
ual counter. The seeds of each fruit were uniformly distributed
on microscope slides with two drops of a lactic acid and glycerol
solution (3:1).

To test our hypotheses, we assume that reproductive success is
measured by number of seeds produced, and ovules with pollen
tubes. We used a Kruskal-Wallis test or ANOVA one-way, accord-
ing to the normality and homoscedasticity of the data. Before that,
all the values were tested for the presence of outliers, which could
interfere with the interpretation of the results, with the Grubbs
test and Chi-squared test for outliers (Burke, 2001). We used a
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Fig. 2. Habit, body of the plant, and sequence of flower opening of Mourera fluviatilis. (A) Parts of the vegetative and reproductive body of the plant; inflorescence (inf), leaf
(If) and vegetative shoot (sh) of a specimen attached to a granitic rock at the dry riverbed of the Ipojuca River. Scale bar =10 cm. (B) Inflorescence (inf), showing a basipetal
sequence of flower opening (fl). Scale bar =5 cm. (C) Inflorescence (inf) during dry season, showing many flowers (fl). Scale bar =5 cm.

Mann-Whitney test to analyze differences in the morphometry of
flowers and in the number of ovules penetrated in the experiments
of pollen tubes (Zar, 1996). We used the package R Development
Core Team (2010) for statistical analysis.

3. Results
3.1. Morphology and floral biology

The individuals of M. fluviatilis (Fig. 2A) had between one and
fifteen inflorescences (n=30) with a color that varies between light
grey and maroon shades, showing a basipetal sequence of flower
opening (Fig. 2B and C). The floral bud is enclosed by the bract of the
inflorescence and by an elliptical, cylindrical or irregular-shaped
spathella, whose function is to protect the floral bud from water
and from mechanical shocks before the anthesis. When the flower
was fully developed, the spathella also encloses the base of the pedi-
cel. In the floral bud, the pedicel is white to pink-colored, and in the
flower it varies from dark pink to lilac-colored, with difference in
average length of the pedicel (U=9, p=0.0001) between these floral
phases (Table 1). Anthesis lasted from 12 to 18 h and started at dif-
ferent times of the day. Most flowers opened at 5:00 a.m., whereas
some opened later during the day until sunset. The flowers that
started the anthesis at sunset were receptive around 5:00 a.m. of
the following day, remaining open for additional 4-6 h.

The analyzed flowers of M. fluviatilis were actinomorphic,
hermaphrodite, with a perigone formed by 8-15 tepals with the
same color as the pedicel, and triangular or lanceolate-shaped. The
ovary was superior, bilocular and of a subcylindrical or elliptical
shape. It was greenish-grey at the base, changing to dark pink
as it reaches the stigmatic lobes, and returns to grey next to the
receptive areas of the stigma. The pistil had two cylindrical styles
(Fig.3A), pressed against each other in the floral buds, but separated
in the flowers in anthesis by an average distance of 1.67 - 0.79 mm
(n=37). The stigmatic papillae were located at the apex of each
style (Fig. 3B and C) and were receptive after the rupture of the
spathella, before the dehiscence of the anthers; thus the species
was classified as protogynous.

The androecium was constituted of 23-32 stamens, arranged in
two whorls, complete or not, in which the outer stamens alternate

with the tepals. Filaments were pink and reach an average length
of 7.864+0.98 mm (n=110). The anthers were sagittate. Those of
the outer whorls had a longitudinal (Fig. 3D) and introrse dehis-
cence, whereas the anthers from the inner whorl were extrorse.
The anthers changed from yellow to white during the dehiscence.
In floral buds and flowers in the beginning of anthesis, anthers were
in an upward position, moving to a position perpendicular to the
filaments during the anthesis. The pollen grains were spheroidal,
in tricolpate monads with spiny exine (Fig. 3E) and their release
occured between two and a half and three hours after the beginning
of the anthesis. The pollen viability was 98.2% (n=10).

In most flowers, the anthers overtoped the stigmas, 1.08 +0.53
(n=20), enabling spontaneous self-pollination at the end of anthe-
sis. However, some flowers in the same inflorescence exhibited
a lower androecium; this discrete herkogamy was character-
ized by an average height difference between the structures of
1.57 £0.69 mm (n=37). The flowers emitted a light and sweet odor,
perceptible only during the first hours of anthesis. The parts stained
by neutral red included tepals, spathella and the anterior and apical
extremities of anthers (Fig. 4).

The shriveling of the filaments and tepals, the complete dehis-
cence of anthers, the absence of pollen, and the slight swelling and
appearing of longitudinal veins on the ovary, marked the begin-
ning of the flower’s senescence. The ovary started resembling a fruit
from three to five days after the beginning of the senescence. Dried
and twisted filaments, tepals and stigmatic lobes can remain in the
septicidal-capsule fruit. Between 20 and 25 days after floral senes-
cence, the longitudinal dehiscence of fruits started and seeds were
released. Further details on floral morphology and on the sequence
of anthesis from the floral bud to the formation and dehiscence of
the capsule are shown in Fig. 5.

3.2. Flower visitors, pollination and reproductive systems

Observations of flower visitors totalized 90h, and four bee
species were recorded; two from the family Apidae, Apis mellifera
(Lepeletier, 1836) and Trigona spinipes (Fabricius, 1793), and two
Halictidae, belonging to the genera Augochlora and Augochloropsis
(Fig. 6). Bees A. mellifera (Fig. 6A) arrived first, around 5:00 a.m.,
when they reached the inflorescence alone or in groups of up to 12
individuals. After a quick exploratory flight, they landed on stamens
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Table 1

Morphometric and meristic data of flowers and fruits, pollen grains per anther, pollen grains per flower and pollen-ovule ratio of M. fluviatilis, northeastern Brazil.
Character n Mean + standard deviation Range
Bud pedicel 31 5.16 + 2.32 1.68-12.31
Flower 20 26.90 + 7.58 15.45-40.12
Stamens for flower 20 26.2 + 144 23-32
Tepals for flower 20 11.85 £ 1.59 8-15
Flower pedicel 40 16.5 + 3.85 7.38-23.84
Distance between stigmatic lobs 37 1.67 +0.79 0.32-3.55
Pollen grain polar diameter? 25 15.38 £ 0.77 13.75-17.5
Pollen grain equatorial diameter? 25 15.35 £ 0.86 12.5-17.5
Pollen grains for flower 10 368.625 + 76803.4 221.250-462.500
Pollen grains for anther 260 14.177 &+ 4352.5 2500-36.250
Ovules for ovary 10 2281.4 + 236.6 1739-2549
Pollen-ovule ratio 10 161.4 + 27.488 99-193
Hercogamy 37 1.57 £ 0.69 0.23-2.86
Capsule 50 25.83 + 8.44 12.66-40.57

Length in mm.
2 Length in pm.

Fig. 3. Scanning electron microscopic (SEM) pictures of the pistils, stamens and pollen grains of Mourera fluviatilis. (A) Pistil in evidence, showing the ovary (o) with two
styles (sty) and the stigmatic receptive area, located at the apex of the styles (sti). Scale bar =1 mm. (B) Detail of the style (sty), showing the receptive area (sti) on top. Scale
bar=500 pum. (C) Stigmatic receptive area at the apex of the stigma with the stigmatic papillae (sp). Scale bar =300 wm. (D) Stamens showing details of filaments (f), anthers
(a) and the longitudinal slit through which the pollen grains are released (white arrows). Scale bar=1 mm. (E) Pollen grains in tricolpate monads. Scale bar =20 pm.
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Fig. 4. Comparative diagram among flowers of Mourera fluviatilis, showing areas
stained with neutral red. (A) Whole flower. (B) Flower after staining with neutral red;
in evidence the sites of osmophore concentration; an=anther tips (black arrows),
te=tepals (black arrows) and sm=membranaceous spathella (black arrow). Scale
bar=10mm.

and moved in circular movements around the androecium. Their
visits on each flower lasted from 10 to 20s, and groups remained
in the same foraging area from 10 to 15 min. A. mellifera frequently
robbed flowers whose anthers did not start dehiscence yet, forcing
the anthers to open with their mandibles and forelegs, and collect-
ing still damp pollen. Pollen was usually deposited in the corbiculae
of their hind legs.

T. spinipes (Fig. 6B) was active around 7:00 a.m. in groups of up to
eightindividuals. Its behavior when approaching flowers and forag-
ing for pollen was similar to A. mellifera, differing in visiting time in
1 or 2 min per flower. T. spinipes touched stigmatic receptive areas
while moving, just after pollen collection. However, it was rarely
seen moving to a flower on another plant, remaining on the same
inflorescence before abandoning the site. Additionally to collecting
pollen, T. spinipes destroyed tepals, anthers and filaments, leaving
some plants with only the pistil.

Differently from the first two species, Augochlora sp. (Fig. 6C)
foraged for pollen alone. Its activity on flowers started around
7:00a.m., when it landed on stamens without a previous
exploratory flight. Augochlora sp. remained from 30 to 40 s on each
flower and then went not only to other flowers of the same inflo-
rescence, but also to flowers of other individuals. Pollen grains
deposited all over the bee’s body, mainly on the abdomen and
hindlegs, were frequently seen attaching to the stigmatic receptive
areas while the bee was moving.

Augochloropsis sp. (Fig. 6D) was found in pairs or in groups of up
to five individuals on the same inflorescence. It started collecting
pollen around 7:00 a.m. and, like Augochlora sp., reached the flow-
ers without making an exploratory flight, and remained on them
between 10 and 15s. Augochloropsis sp. exhibited exploratory
behavior, moving around all anthers of the same flower and
around flowers of the same inflorescence, then going to nearby
inflorescences and accumulating a considerable amount of pollen
in the scopae. However, Augochloropsis sp. was observed deposit-

ing pollen on the stigmatic receptive areas of M. fluviatilis. The
flowers visits of all bees took place throughout the day during the
whole flowering season, though most visits were recorded during
the morning (Fig. 7). We did not record bee visits to M. fluviatilis
individuals at places with excessively turbulent waters; it seems
like bees avoided those plants.

We observed a high rate of fruit set (over 86%) in all experi-
ments on the pollination system of M. fluviatilis (Table 2), with no
significant difference among treatments. However, there was a dif-
ference in seed set among pollination experiments (H=157, df=4,
p<0.001), except among the control, exclusion of wind/insect and
insect exclusion (non-emasculated), and between insect exclusion
(emasculated) and emasculated non-bagged. Based on the exam-
ination of 35 control dried inflorescences, we observed that 55
proximal floral buds did not start anthesis, remaining inside the
spathella. These floral buds were analyzed and we observed that
three of them (5%) had seeds, evidence of cleistogamy. Those buds,
one with 20 seeds and two with one seed each, exhibited an average
percentage of success of 0.30% on seed set.

There was a profuse growth of pollen tubes in the pistils submit-
ted to cross- and self-pollination treatments, collected 24 h after
pollination (Fig. 8A and B). However, only cross-pollination and
control exhibited ovules penetrated by pollen tubes at that period,
and did not differ between each other (U=42, p=0.52). In manual
self-pollination, pollen tubes penetrated the ovules only 48 h after
pollination (Fig. 9), and the treatments of that period differed signif-
icantly (H=8.8, df=2, p=0.009), except for the control and manual
cross-pollination treatment. The ovules of manual self-pollination
exhibited less pollen tubes than other treatments. M. fluviatilis
exhibited high success in fruit set, over 88% in all treatments and
in controls, showing no significant difference. Agamospermous
fruits developed, but these capsules did not form seeds (Table 3),
because all ovules aborted. The index of self-incompatibility for
M. fluviatilis was 0.86 and the average value for the pollen-ovule
ratio was 161427 (n=10). In the reproductive system, we found
significant differences in seed-set among the treatments man-
ual self-pollination and manual cross-pollination, and also among
manual self-pollination and control (F=10,df=2,p<0.001), with no
difference between control and manual cross-pollination (Table 3).

4. Discussion

Brightly colored pedicels and filaments and emission of sweet
odor in M. fluviatilis are melittophilous attributes (Faegri and van
Der Pijl, 1979; Proctor et al., 1996), confirmed by the observation of
bees visiting these flowers. Although the emission of floral odors in
the Podostemaceae was reported for the genera Apinagia, Mourera
and Rhyncholacis (e.g. Went, 1926; Gessner and Hammer, 1962;
Grubert, 1974; Tavares, 1997), only Tavares (1997) confirmed it by
detecting areas with osmophores using neutral red in Rhyncholacis
hydrocichorium Tul. The stained areas in R. hydrocichorium followed
the same pattern observed in flowers of M. fluviatilis, suggesting
that these areas might have an analogous distribution in species of
this family that emit floral odors.

Although all bees visiting M. fluviatilis can act as pollina-
tors, the behavior and the site of pollen deposition suggest
that Augochlora sp., Augochloropsis sp. and T. spinipes are effec-
tive pollinators, whereas A. mellifera is an occasional pollinator
and sometimes a pollen robber. Although the Halictidae and T.
spinipes induce a geitonogamy, their foraging behavior, especially
that of Augochlora sp. and Augochloropsis sp. suggest promotion
of high rates of xenogamy in M. fluviatilis. Species of Trigona,
Tetragona and Melipona (Apidae) are frequent visitors of Neotrop-
ical Podostemaceae (see Went, 1926; Gessner and Hammer,
1962; Grubert, 1974; Tavares, 1997; Okada and Kato, 2002). All
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Fig. 5. Diagram of sequence of anthesis and flowers with different height of androecium (B, to Fy, higher androecium flowers and B, to F,, lower androecium flowers) of M.
fluviatilis. (A) Floral bud enclosed by spathella (sp) in both floral types. (B) Floral bud after rupture of the spathella at the beginning of anthesis. (C) Flowers at the beginning
of anthesis. (D) Flowers in anthesis; with spreading styles and stigmas. (E) Flowers at end of anthesis. (F) Flowers in senescence with stamens without anthers. (G) Newly
formed capsule. (H) Dehisced capsule, with both valves equal and persistent. Scale bar =5 mm.

Fig. 6. Flower visitors of Mourera fluviatilis in the rivers Pirangi and Ipojuca, northeastern Brazil. (A) Apis mellifera (Lepeletier, 1836) (Apidae). (B) Trigona spinipes (FABRICIUS,
1793) (Apidae). (C) Augochloropsis sp. (Halictidae). (D) Augochlora sp. (Halictidae). Scale bar=1 cm.

Podostemaceae cited in these studies exhibit open flowers with
exposed sexual organs and accessible pollen, with no adaptations to
specific visitors. Flowers with such attributes, known as allophilic
(Faegri and van Der Pijl, 1979), are easily visited by non-specialized
insects with short mouthparts, such as the bees observed on M.
fluviatilis.

Characters such as reduced perianth, absence of nectar, as
well as small and dry pollen grains, considered as anemophilous
(Whitehead, 1969; Stebbins, 1970; Regal, 1982), are also attributes
of the flowers of M. fluviatilis. Nevertheless, we suggest that, these

anemophilous traits may only play a minor role in pollen flow
between flowers. Our pollination experiments suggest that the
number of seeds formed by wind pollination is low and might
be considered as stochastic events (Table 2). Moreover, the lack
of differences between the pollination experiments neither did
support a significant role of wind pollination for M. fluviatilis.
Tavares (1997) concluded that the long-pediceled flowers with
glabrous stigmas of the Neotropical Podostemaceae are not adapted
to receive pollen transported by wind; thus these traits suggest
entomophily or autogamy. In typically anemophilous plants the
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Fig. 7. Frequency of flower visitors and pollen availability of Mourera fluviatilis in the River Pirangi, northeastern Brazil.

Table 2

9:00-10:00  10:00-11:00 11:00-12:00 12:00-13:00 13:00-14:00 14:00-15:00 15:00-16:00 16:00-17:00

Fruit and seed-set (%, measure of central tendence and range) in the experiments of pollination system, control and statistical analysis of the obtained data (Kruskal-Wallis
test, with o = 5%) of M. fluviatilis, northeastern Brazil. There was a significant difference among treatments (H=157, df =4, p <0.001), except between control and wind/insect
exclusion, control and insect exclusion (non-emasculated) and between insect exclusion (emasculated) and emasculated not bagged, which did not show differences. Different

letters show statistical significance.

Treatment n Flowers/fruits Fruit/seed-set” Seed-set
Success% Median (Q1-Q3)/range
Insect exclusion (emasculated) 37 37/32 86.5/2.46 7 (3-15)°/1-28
Insect exclusion (not emasculated) 100 106/100 94.3/45.26 988.5
(649.8-1368)%/189-2081
Insect and wind (spontaneous self-pollination) 45 51/47 92.1/33.16 748.5
(580.8-905.0)/155-1463
Emasculated not bagged 33 33/33 100/0.37 5(3-12)°/1-27
Control (natural pollination) 60 80/74 92.5/41.18 1242

(931-1387)2/339-1741

" Based on mean of ovules (2281).

Table 3

Fruit and seed-set (%, measure of central tendence and range) in the experiments of reproductive system, control and statistical analysis of the obtained data (ANOVA one-way
test, with o =5%) of M. fluviatilis, northeastern Brazil. There was a significant difference in the number of seeds produced between manual cross-pollination and manual

self-pollination (F=10, df =2, p<0.001). Different letters show statistical significance.

Treatment n Flowers/fruits Fruit/seed-set” Seed-set
Success% Mean (& standard
deviation)/range
Manual self-pollination 60 65/61 93.8/40.58 925.6
(+338.8)"/192-1670
Manual cross-pollination 51 60/53 88.3/47.36 1080
(£269.7)2/417-1584
Agamospermy 46 50/46 92/0 0
Control (natural pollination) 60 80/74 92.5/41.18 1190

(£317.4)/339-1741

" Based on mean of ovules (2281).
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Fig. 8. Pollen tubes of Mourera fluviatilis in fluorescence microscopy. (A) Pollen grains (pg) and pollen tubes (pt) in the stigma, 24 h after manual self-pollination (magnification
10x). (B) Pollen grains (pg) and tubes (pt) in the stigma, 24 h after cross-pollination (magnification 10x ). (C) Pollen tube (pt) resulting from cross-pollination 24 h, penetrating
the ovule (0) (magnification 20x ). Scale bar =100 pm. (D) Pollen tube (pt) resulting from manual self-pollination 48 h, penetrating the ovule (o) (magnification 20x ).

stigmatic surface usually exhibits structural projections that maxi-
mize pollen grain capture (Whitehead, 1969; Stebbins, 1970). These
structures are lacking in M. fluviatilis, and the sites with stigmatic
papillae are restricted to the apex of each style (Fig. 3B and C),
clearly hindering the capture of pollen grains transported by wind.

OMedian Bl 25%-75% ___ Min-Max

Penetrated ovules

control manual

self-pollination

manual
cross-pollination

Reproductive system 48h

Fig. 9. Counting of the first 200 penetrated ovules of Mourera fluviatilis and sta-
tistical analysis of the obtained data (Kruskal-Wallis tests, «=5%). Comparison of
penetration of pollen tubes between control ovules, and ovules resulting from man-
ual cross-pollination and manual self-pollination, 48 h after pollination. There was
a significant difference between treatments (H=8.8, df=2, p=0.009), except for
control and manual cross-pollination, which were not different from each other.
Different letters show statistical significance.

Faegri and van Der Pijl (1979) and Proctor et al. (1996) explained
that even in species with a zoophilic syndrome, stochastic pollen
transfer by wind that successfully reaches the stigma occurs
occasionally.

Apart from the small role of the wind as a pollen vector of
this species, the low amount of seed set in the experiment with
exposed emasculated flowers may be explained by the decrease in
attractiveness of emasculated flowers to pollinator bees. Since the
stamens are the most conspicuous floral parts of M. fluviatilis, their
removal reduced floral attractiveness and significantly affected
the reproductive success of this species. Rutishauser and Grubert
(1994) mentioned that, similarly to other angiosperms such as Myr-
taceae and Mimosoideae, M. fluviatilis shows brush-flowers, whose
attractiveness has focused on stamens. However, biotic transport
of pollen among flowers, as well as self-pollination at the end of the
anthesis, seemed to be more feasible events in the pollination sys-
tem of this species. The occurrence of self-pollination in M. fluviatilis
is indicated by the high seed-set in the absence of pollinators, on
the wind pollination and insect exclusion (non-emasculated) treat-
ments (Table 2). The presence of floral morphs, whose length of
stamens enables self-pollination (Fig. 5E1), supports these results.
Considerable morphological plasticity of the flowers of M. fluvi-
atilis, from the Venezuelan Amazon, was found by Rutishauser and
Grubert (1994). These authors found a different number of stamens
(16-20) and tepals (14-40), compared with our results (Table 1).
These observations suggest a wide variation in floral traits, that may
affect the attractiveness to pollinators among different localities. In
scenarios unfavorable to bee visits, such as in turbulent river parts,
probably self-pollination at the end of anthesis is the only option
that would ensure reproduction in M. fluviatilis.

The high fruit set rate observed in M. fluviatilis is common in
other Podostemaceae (see Philbrick, 1984; Philbrick and Novelo,
1997, 1998; Khosla et al., 2000, 2001). In this species it is prob-
ably related to an efficient performance of pollination agents, to
self-compatibility and to autogamy. Jdger-Ziirn (1997) cited that
seed set of Weddellina squamulosa Tul. frequently reaches 100%
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probably due to its floral morphology favorable to autogamy and
self-compatibility, though Rutishauser (1997) commented on the
possibility of bee visits to flowers of this species. In Podostemum
ceratophyllum A. Michaux, Philbrick (1984) observed the occur-
rence of autogamy and cleistogamy. In Marathrum rubrum Novelo
and Philbrick, experimental evidences with lower seed set in
xenogamy, suggest the autogamy as the main component of the
reproductive system (Philbrick and Novelo, 1998). Khosla et al.
(2000) and Khosla and Sehgal (2009) observed a predominance of
autogamy in Polypleurum stylosum (Wight) Hall. and in Indotristicha
ramosissima (Wight) van Royen, respectively; whereas Griffithella
hookeriana (Tul.) Warm. and Hydrobryopsis sessilis (Willis) Engl.
exhibited exclusively cleistogamy (Khosla et al., 2001; Sehgal et al.,
2009). The cleistogamy observed by us in M. fluviatilis was also reg-
istered by Rutishauser and Grubert (1999) in populations of this
species in the Venezuelan Amazon. According to those authors,
only the proximal floral buds of the inflorescence could be cleis-
togamous. Although the reason for this pattern still needs to be
discovered, we noticed that the ratio between the floral buds that
produced seeds and the number of seed produced indicate that
cleistogamy is a rare event in the studied populations.

Autogamy, including cleistogamy, is frequent in other
Podostemaceae species and in the other families of aquatic
phanerogams (Sculthorpe, 1967; Philbrick, 1988; Philbrick and
Les, 1996), explained as a response to the availability of pollinators
(Lloyd and Schoen, 1992; Stebbins, 1957; Cruden, 1977) or to
ecological pressures that compromise chasmogamy (Sculthorpe,
1967; Philbrick and Les, 1996; Mohan Ram and Sehgal, 2001). Lloyd
and Schoen (1992) explain that autogamous species may have a
high fruit set, followed by a low seed set. The low energetic cost
associated with the production of flowers that are unattractive to
pollinators can explain the high fruit formation; since the energy
spared could be allocated to fructification (Bawa and Beach, 1981;
Lloyd and Schoen, 1992). However, we observed in M. fluviatilis
agamospermous capsules carrying only aborted ovules. Similar
to other Neotropical Podostemaceae (Accorsi, 1951; Grubert,
1991). Philbrick (1984) noticed that the formation of capsules in
P. ceratophyllum occurs independently of these capsules having
seeds, and their maturation seems to be related only to desiccation
mechanisms.

Values of the outcrossing index (sensu Cruden, 1977) point
out that M. fluviatilis is facultatively autogamous. However, based
on the set of reproductive attributes, we believe it is actually
facultatively xenogamous. Cruden (1977) states that in faculta-
tively autogamous species the relative importance of autogamy
and xenogamy is inverted. Facultatively autogamous plants tend
to self-pollinate at first, whereas the exposure of the receptive
stigma to pollinators takes place afterwards. Facultatively xenog-
amous species would be primarily cross-pollinated, protandrous,
self-incompatible, and would need pollen vectors. The excep-
tions, here including M. fluviatilis, are self-compatible, protogynous
species, whose pollinators show no fidelity (Cruden, 1977). Based
on observations of flower visitors and on comparative results of the
pollen-ovule ratio among Podostemaceae species, Okada and Kato
(2002) reached similar conclusions about the reproductive system
of M. fluviatilis.

In short, we confirm our two hypotheses, that both — autogamy
and anemophily - do occur, but the latter is probably less important,
and secondly we conclude that self-pollination is less successful
then cross-pollination in M. fluviatilis.
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Resumo

Plantas aquéticas apresentam diversos mecanismos de reproducdo, devido as suas multiplas origens
evolutivas. Elas permeiam em um gradiente desde a mais simples estratégia de propagacdo a
mecanismos altamente sofisticados de mutualismo. Dentro desse grupo, Podostemaceae diferencia-
se pela plasticidade morfo-estrutural que lhe confere extrema adaptabilidade a ambientes indspitos
para a maioria das angiospermas. Elas crescem em rios de cachoeiras e correntezas rapidas,
respondendo pela producdo do carbono autdctone e manutengdo da biota associada. Do ponto de
vista da reproducdo, Podostemaceae estdo entre as aquaticas menos conhecidas. A maioria das
informacdes é de referéncias classicas e baseadas em caracteristicas morfoldgicas das flores. Logo,
nosso objetivo foi descrever a antecologia de Apinagia spp., Mourera fluviatilis e Tristicha trifaria;
0s mecanismos de polinizagdo e os sistemas de cruzamento, em rios associados a Floresta Atlantica
Nordestina. A tese estd dividida em seis partes. Na primeira, apresentamos uma revisdo sobre o
atual estado de conhecimento a cerca da reproducdo sexuada de Podostemaceae. No segundo
capitulo, nos detivemos em verificar se os caracteres morfoldgicos de Apinagia spp. podem trazer
inferéncias sobre seus sistemas reprodutivo e de polinizacdo. No terceiro capitulo, estudamos
experimentalmente em campo os sistemas reprodutivos e de polinizacdo de trés espécies do género
Apinagia. O quarto capitulo trata de um estudo de caso com Tristicha trifaria, uma espécie
amplamente distribuida nos neotropicos. E no sexto e ultimo, eu apresento um estudo de caso de
Mourera fluviatilis, espécie com distribuicdo disjunta amazonico-nordestina. Com meus dados,
verifiquei que Podostemaceae apresentam diferentes estratégias reprodutivas entre espécies e dentro
da mesma espécie. Dentro do grupo que estudei, registrei: alogamia mediada por insetos e por vento
(Mourera fluviatilis, Apinagia spp.) e autogamia como principal sistema reprodutivo (Tristicha
trifaria). A maioria de suas espécies possuem atrativos para e visitantes florais (Mourera fluviatilis,
Apinagia spp.) ou sdo estritamente autopolinizadas (Tristicha trifaria); ou ainda usam esta ultima
estratégia como mecanismo de polinizagdo “tardia” (Mourera fluviatilis, Apinagia spp.). Nas
espécies estudadas observei papel relevante do vento como vetor de polinizacdo, mesmo naquelas
cujas flores sdo visitadas por insetos. Observei ainda uma associacdo entre esses resultados
descritos e muitas das caracteristicas morfoldgicas e apresento e discuto quais seriam melhores
preditores morfologicos das estratégias de reproducdo na familia. Todos esses meus dados
sustentam a variabilidade de estratégias reprodutivas encontradas em Podostemaceae, indicando
ainda que ambofilia seja estratégia relevante no grupo.

Palavras — chave: reofitas; ecologia da polinizacdo; ambofilia; estratégias de cruzamento misto;

autogamia.
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Abstract

Aquatic plants have several mechanisms of reproduction, due to its multiple filogenetic origins.
They permeate in a gradient from simplest propagation strategy to highly sophisticated mutualism.
In this group, Podostemaceae differentiates itself by morpho-structural plasticity which gives it
extreme adaptability to harsh environments for most of angiosperms. They growing in waterfalls
and running waters answered by autochthonous carbon production and maintenance of associated
biota. About reproduction, Podostemaceae are the least known between aquatic plants. Many date is
based on classical references and morphological features of flowers. Therefore, our objective was to
describe the Anthecology of Apinagia spp., Mourera fluviatilis, and Tristicha trifaria; pollination
mechanisms and breeding systems, in rivers associated with the Northeastern Atlantic Forest. This
thesis is divided into six parts. At first, we present an overview of the current state of knowledge
about the sexual reproduction of Podostemaceae. In the second chapter, | checked if the
morphological characters of Apinagia spp. can make inferences about their breeding systems and
pollination. In the third chapter, we study experimentally in the field the breeding and pollination
systems of three species of the genus Apinagia. The fourth chapter is a case study with Tristicha
trifaria, a species widely distributed in the neotropics. And the sixth and last, | present a case study
of Mourera fluviatilis species with disjunct distribution Amazonian-Northeast. With my data, |
found that Podostemaceae have different reproductive strategies between species and within the
same species. Within the group | studied, | recorded: outcrossing mediated by insects and wind
(Mourera fluviatilis, Apinagia spp.) and autogamy was the main breeding system (Tristicha
trifaria). Most species have have flower attractive to visitors (Mourera fluviatilis, Apinagia spp.); or
are strictly self-pollinated (Tristicha trifaria); or still use the latter strategy as "latter" pollination
mechanism (Mourera fluviatilis, Apinagia spp.). In the species studied role watched as the wind
vector pollination, even those whose flowers are visited by insects. Still observed an association
between these results and described many of the morphological and present and discuss what would
be best predictors of morphological reproductive strategies in the family. My all these data support
the variability of reproductive strategies found in Podostemaceae, further indicating that ambophily
strategy is relevant in this group.

Key —words: reophytes; pollination ecology; ambophily; Mixed mating systems; autogamy.
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the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separate from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, they must be cited in full, without reference to the reference list. Also, non-
standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their
first mention in the abstract itself.

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images
that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file hame and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Immediately after the abstract, provide keywords, using American spelling and avoiding general and
plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations:
only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used for
indexing purposes.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

AUTHOR INFORMATION PACK 6 Mar 2013 www.elsevier.com/locate/aquabot 6


http://webshop.elsevier.com/illustrationservices/ImagePolishing/gap/requestForm.cfm

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other quantities are mentioned, give their equivalent in SI.

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Provide captions to illustrations separately.

¢ Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

e Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with
the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color
in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference
for color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,
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in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

KML (Keyhole Markup Language) files (optional): You can enrich your online articles by providing
KML or KMZ files which will be visualized using Google maps. The KML or KMZ files can be uploaded
in our online submission system. KML is an XML schema for expressing geographic annotation and
visualization within Internet-based Earth browsers. Elsevier will generate Google Maps from the
submitted KML files and include these in the article when published online. Submitted KML files will
also be available for downloading from your online article on ScienceDirect. For more information see
http://www.elsevier.com/googlemaps.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designhated as the corresponding author with contact details:

e E-mail address

e Full postal address

e Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords
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¢ All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

e References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

¢ Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
¢ Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
e If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding author. Elsevier
now sends PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader©
version 7 (or higher) available free from http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html.
Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs. The exact system requirements
are given at the Adobe site: http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqgs.html#70win.
If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies
to the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line
number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments
(including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages
and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness
and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for
publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything
possible to get your article published quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure
that all of your corrections are sent back to us in one communication: please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is
received.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail. The
PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet with the journal
cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use. Additional reprints can be
ordered on a reprint order form which will be sent to the corresponding author of the accepted article
by the publisher.

Contributors to Elsevier journals are entitled to a 30% discount on most Elsevier books, if ordered
directly from Elsevier.

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please visit
this journal's homepage. For detailed instructions on the preparation of electronic artwork,
please visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Contact details for questions arising after
acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher.
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You can track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check
our Author FAQs at http://www.elsevier.com/authorFAQ and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.

© Copyright 2012 Elsevier | http://www.elsevier.com
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PLANT BIOLOGY

Author Guidelines

Downloads: Copyright Assignment Form, Colour Work Agreement Form, Page Charge Form.

Supplementary Material: 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.

Editorial Policy

Plant Biology publishes research results from all fields of plant science. Manuscripts must be of
general interest, not only addressed to a specialized readership. The journal encourages
publications with an interdisciplinary approach.

Plant Biology accepts

1. Problem-oriented original research papers (maximum 9000 words)

2. Problem-oriented short research papers (maximum five printed pages)

3. Concise review articles

4. Acute views, i.e., comments on actual problems and provocative opinion articles.

Purely descriptive papers will not be accepted. The Editors welcome contributions from all over the
world.

Submission of Manuscripts

Please submit your manuscript online at ScholarOne Manuscripts (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, go to http://mc.manuscriptcentral.com/plabio and 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. The text should be written double spaced and with
line numbering. (Note: you may also interrupt the online submission and continue at a later time.)
Authors are encouraged to provide additional information as Supporting Information that will be
accessible online.

5. Fast-Track Publication: Plant Biology offers special handling of manuscripts that have been
rejected from very high-level journals. Authors are encouraged to enclose the original manuscript,
the reviews plus the comments from the editor, and the revised manuscript of previously reviewed
manuscripts to expedite their handling as your manuscript may be accepted based on the previous
reviews. Please also include a letter with a point by point response to the concerns raised by the
reviewer(s). You will receive a final decision from the Managing Editor within a few days of
submitting manuscripts with reviews.


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1438-8677/homepage/PLB_CAF.pdf
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1438-8677/homepage/PLB_CWAF.pdf
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1438-8677/homepage/PLB_Page_Charge_Form.pdf
http://mc.manuscriptcentral.com/plabio
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6. Authors should address the following points in their cover letter. 1. What are the aims and
hypothesis of their paper?; 2. What new achievements or innovations do they present?; 3. What is
the general significance of their paper and why is it timely?

7. 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. With your
submission, you guarantee that all co-authors agree with the submission of the manuscript.
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.

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

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. lllustrations 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.

CrossCheck for plagiarism: All submissions will be run through CrossCheck to identify any
plagiarism. If an author is found to have plagiarized all or parts of his or work, the author's institute
will be notified of the breach of scientific conduct.

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 http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All
services are paid for 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
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as Supporting Information rather than in the main text.

References: About 40 to 50 references usually fill one printed page.

Page Charges: Original research papers longer than the guidelines given above when in proof are
subject to a page charge at a rate of €125 per page above the 8-page limit (first 8 pages are free of
charge). An invoice will be sent to authors for these charges upon print publication of their article.
Invited and review articles are excluded from this rule.

Arrangement

Research papers

Title page: The first page of each paper should indicate: The title, the authors' 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: The abstract must not exceed 250 words. It should include the hypothesis, explain the
novelty of the work, and what it adds to the body of scientific knowledge.

The following sections cover the usual contents: Introduction, Materials and Methods, Results,
Discussion, Acknowledgements, References (see below), Tables (see below), Figure legends (see
below), lllustrations (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.qg. line
artwork) in Encapsulated Post-script (EPS) format and bitmap files (e.g. half-tones) in Tagged
Image Format (TIFF). Detailed information on our digital illustration standards is available

at http://authorservices.wiley.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, Wiley-
Blackwell 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
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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://get.adobe.com/uk/reader.

All completed forms should be addressed to the Production Editor at the following address:
Plant Biology

Wiley-Blackwell

9600 Garsington Road,

Oxford, OX4 2DQ

UK

Please address any queries in relation to colour reproduction to plb@wiley.com.

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. Town/city and country names should be provided for non-
journal refs.

Each article reference should be given as in the following example:

Alfano J.R., Collmer A. (2004) Type lll 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:
Gage J.D., Tyler P.A. (1991) Deep-sea Biology: A Natural History of Organisms at the Deep-sea
Floor. Cambridge University Press, Cambridge, UK: 504 pp.

Lester R.N., Hasan S.M.Z. (1991) Origin and domestication of the brinjal eggplant, Solanum
melongena, from S. incanum, in Africa and Asia. In: Hawkes J.G., Lester R.N., Nee M., Estrada N.
(Eds), Solanaceae Ill: Taxonomy, Chemistry, Evolution. Royal Botanic Gardens, Kew; London, UK:
369-387.

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.

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 underlined
or 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
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genera it may be useful to give the name of the family and/or higher taxon in brackets when first
mentioned.

Copyright

Authors will be required to assign copyright of their paper to the German Botanical Society, Royal
Botanical Society of the Netherlands and Blackwell Publishing. Copyright assignment is a condition
of publication and papers will not be passed to the publisher for production unless copyright has
been assigned. (Papers subject to government or Crown copyright should tick box 3 on the form).
Download the Copyright Assignment Form here. The publishers will not refuse any reasonable
request by authors for permission to reproduce their contributions to the journal.

Reprints

A PDF offprint of the online published article will be provided free of charge to the corresponding
author, and may be distributed subject to the Publisher's terms and conditions. The corresponding
author will be asked to provide up to seven email addresses for early distribution of a PDF offprint
by the publisher. Paper offprints of the printed published article may be purchased if ordered via
the method stipulated on the instructions that will accompany the proofs. Printed offprints are
posted to the correspondence address given for the paper unless a different address is specified
when ordered. Note that it is not uncommon for the printed offprints to take up to 8 weeks to arrive
after publication of the journal. For further information please contact C.O.S. Printers PTe Ltd, 9
Kian Teck Crescent, Singapore 628875; Fax: +65 6265 9074; E-mail: offprint@cosprinters.com.
Author material archive policy

Please note that unless specifically requested, the Publisher will dispose of all hardcopy or
electronic material submitted 2 months after publication. If you require the return of any material
submitted, please inform the editorial office or production editor as soon as possible after the final
decision about publication.

Production

You will receive a proof of your article approximately 4 weeks after acceptance. The proof will
contain instructions on how to return corrections and answers to the queries listed at the end of the
proof. Please note that the journal does not accept e-annotated PDFs. Please submit hand-written
or typed modifications only.

Last update: February 2013
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Oecologia Author Instructions — General

Instructions for authors at Springer.com do not include all formatting expectations for
Oecologia submissions. Oecologia,,s Editors-in-Chief have combined all of Springers*
instructions along with their additional detailed expectations into two user-friendly files;
“Oecologia Author

Instructions — General” and “Oecologia Author Instructions — Figures”. Please prepare
submissions to Oecologia according to the instructions in these two files. Submissions
that do not follow these guidelines may be returned to authors or their review may be
delayed.

Aims and scope

Legal and ethical requirements
Manuscript submission and preparation
Manuscript contents

After acceptance

Aims and scope

Oecologia publishes innovative ecological research of general interest to a broad
international audience. We publish several types of manuscripts in many areas of
ecology:

Categories:

Concepts, Reviews and Synthesis

Views and Comments

Methods

Physiological ecology — Original research
Behavioral ecology — Original research
Population ecology — Original research
Plant-animal interactions — Original research
Community ecology — Original research
Ecosystem ecology — Original research
Global change ecology — Original research
Conservation ecology — Original research
Special Topic

In general, studies that are purely descriptive, mathematical, documentary, and/or
natural history will not be considered.

In the Concepts, Reviews and Syntheses section, we seek papers on emerging issues in
ecology, especially those that cross multiple boundaries in ecology, provide synthesis of
important bodies of work or delve into new combinations of theory and observations
with the potential to create new paradigms or challenge existing paradigms. These
papers are usually invited, but we welcome unsolicited contributions. In the Views and
Comments section we seek short papers with the intent to provide contrary and/or
broader perspectives on papers recently published in Oecologia. Alternatively, pairs of
short papers which present opposing views on a topic of high interest in the ecological
research community will be published in this section, with the intent to stimulate open
debate. In both cases, the papers must be relatively short (up to 5 printed pages in



Oecologia Author Instructions — General, Page 2 the case of opposing view pairs of
papers, or up to 3 printed pages in the case of comments on previously-published work),
and to contain not only an opinion or criticism on methods or statistics, but also relevant
data or original analyses that support the opposing view or comment.

Manuscripts or letters intended for the Views and Comments section will be reviewed
by one of the Editors-in-Chief and a Handling Editor in the field appropriate to the
submission. Special Topics are a collection of integrated papers on a critical topic of
broad interest. Proposals for Special Topics should be submitted to one of the Editors-
in-Chief. Methods are papers that outline new approaches that address standing
questions in the discipline. Original Research papers are published by subject; they
provide the core of our journal and represent original investigations that offer new
insights into ecological systems.

Legal and ethical requirements

Submission of a manuscript implies that the work described has not been published
before (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or thesis); that
it is not under consideration for publication anywhere else; that its publication has been
approved by all coauthors, if any, as well as by the responsible authorities - tacitly or
explicitly - at the institute where the work has been carried out. The publisher will not
be held legally responsible should there be any claims for compensation.

Declaration of authorship. Authorship means holding responsibility for a written piece
of text or artwork. In science, it implies personal involvement in the design, conduct and
reporting of new research. An author must have participated in the research, understand
the data and the text, and be able to present the contents to others. Principles of
authorship are sometimes neglected, leading to questionable assignment of authorship
and diminution of the credit for those who deserve authorship.

Providing funds, supervising or hosting researchers, belonging to a research consortium,
attending a meeting or a workshop, offering access to samples, organisms or sites,
providing technical assistance or preparation of diagrams and tables deserve appropriate
acknowledgement, but do not commonly entitle one to authorship. Exceptions are
contributions that involve highly technical skills (methodology) or intellectual input
(e.g. statistical expertise) that was key to the final product.

All Oecologia submissions are required to include a declaration of authorship, including
submissions with a single author. The declaration must include an explanation of the
contribution or activity of each author to the final product. Submit the declaration of
authorship as a footnote on the manuscript title page, using capital initials of authors.
When two or more authors share the same initials spell out the last (or middle) name of
each to distinguish them. Please follow the format of the following examples:

For manuscripts with a single author, please use the following statement:

In addition,

e Plagiarism will not be tolerated. All text should represent contributions of the authors
unless material is quoted and attributed to its original source. Authors wishing to
include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are
required to obtain permission from the copyright owner(s) and to include evidence that
such permission has been granted when submitting their papers.



e All animal experiments must have been conducted in conformity with the “Guiding
principles in the care and use of animals” approved by the Council of the American
Physiological Society. Evidence of the adherence to these principles should be apparent
e All human studies must have been performed in accordance with the ethical
standards of the 1964 Declaration of Helsinki and reviewed by the appropriate

ethics committee. The text should clearly state that all persons gave their

informed consent prior to their inclusion in the study. Details that might disclose

the identity of the subjects should be omitted.

e Authors must include a declaration that experiments comply with the current laws

of the country in which the experiments were performed

e Authors must indicate whether or not they have a financial relationship with the
organization that sponsored the research. If no conflict exists, authors should

state: The authors declare that they have no conflict of interest.

The Editors-in-Chief reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the
abovementioned requirements. The author(s) will be held responsible for false
statements or for failure to fulfill the above-mentioned requirements.

Manuscript submission

Authors must submit their articles to "Oecologia™ online. Electronic submission
substantially reduces the editorial processing, review and publication time. After
passing a pre-review assessment for journal eligibility by an Editor-in-Chief and a
Handling Editor, submitted manuscripts are subject to peer review and copy editing.
Please log directly onto the link below and upload your manuscript following the on-
screen instructions. For the review process, the manuscript may be submitted as one
single file (PDF, Microsoft Word or Rich Text Format with embedded illustrations,
tables, etc.). If the manuscript is accepted, original files (not pdf or html) of the final
version of the manuscript must be uploaded for production. Online appendices
(Electronic Supplementary Material, ESM) must be submitted in a separate file. There
is a total file size limit of 60 MB for a manuscript submission, including ESM. If ESM
(e.g., video) exceeds this size, please contact the appropriate Editor-in-Chief directly.

Submit Online

Manuscript preparation

e The length of articles should not exceed 10 printed pages (equivalent to approximately
35 submitted pages) including all references, tables, figures, and figure legends. Views
and Comments submissions must be limited to 3 to 5 printed pages. One printed page
corresponds to approximately 3 submitted pages, 850 words text, or 3 illustrations with
their legends, or 55 references. There will be a charge of 100 €, plus 19% VAT, for each
page exceeding this limit. Editors typically return manuscripts prior to review that are
likely to exceed the page limit.

e Manuscripts must be written in English and double-spaced throughout (including
references) with at least 2.5 cm (1 inch) margins. Please write in the active voice using
the past tense only for methods and results sections.

e Page numbers are optional but should not be included on tables and figures. Pages in
Electronic Supplementary Material (ESM) should be numbered separately.

¢ Line numbers are required and should run consecutively throughout the text, from the
abstract through the figure legends. Do not number lines in tables, figures or ESM.

e Use a normal, plain font (e.g. Times New Roman) for text. Genus and species names
should be in italics. The common names of organisms should not be capitalized

¢ Abbreviations should only be used for terms repeated at least 3 times. Abbreviations



should be defined at first mention in the abstract and again in the main body of the text
and used consistently thereafter.

¢ Format dates as day-month-year with months abbreviated: e.g., 01-Jan-2008

e Use the equation editor of a word processing program or MathType for equations.
(Note: If you use Word 2007, do not create equations with the default equation editor
but use the Microsoft equation editor or MathType instead.) Symbols for parameters
should be italicized.

e Report values in equations, tables, figures and statistics with the number of digits that
matches the precision of the data.

e Please always use Unicode (http://www.unicode.org) font for non-Roman characters.
Use internationally accepted signs and symbols following the Standard International
System of Units (SI, http://physics.nist.gov/cuu/Units/units.html) throughout the
manuscript (in the text, tables and figures). Avoid complex units wherever possible (e.g
use “no. m-2” instead of “no. per 16 m2”). Units should use exponent notation and avoid
multiplication and division symbols (e.g., “*”, /7, “x”): i.e., “no. m-2” and not no./m2").
e Footnotes should not be used, except on the title page or in Tables.

e For indents, use tab stops or other commands, not the space bar.

Manuscript contents (in order)

e Title page The title should be concise and informative and less than 200 characters.
Short titles (< 15 words) are best and are more often cited. The concept, problem or
hypothesis to be tested should be clear from the title. The use of full taxonomic names
in

the title is discouraged; no taxonomic authorities should appear in titles. On the title
page, include name(s) of author(s), the affiliation(s) of the author(s), and the e-mail
address, telephone and fax numbers of the corresponding author. A declaration of
authorship is required to be included as a footnote on the title page.

e Abstract The abstract should start with theory -based objectives or hypotheses, end
with explicit conclusions, and should not exceed 250 words in length. Refrain from
giving detailed methods; in most cases the technique becomes obvious by the way
results are reported. Avoid writing “is discussed” or “needs further research”, and
instead end with a conclusive statement of how the work has furthered our ecological
understanding. The abstract should not contain any undefined abbreviations or literature
references.

e Key words Five key words should be supplied, indicating the scope of the paper and
not repeating terms already used in the title. Each keyword should not contain more
than two compound words, preferably only one.

e Introduction

e Materials and methods Some submissions, such as reviews, may depart from the
typical format of Methods-Results-Discussion.

¢ Results Avoid “Results are shown in Figure 3”. Instead, say for example, Biodiversity
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