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RESUMO

Distilia € um sistema floral caracterizado pela presenca de dois morfos florais com posicao
reciproca das anteras e estigmas, sendo, amplamente, usado como modelo de estudos a respeito
da evolucdo dos sistemas sexuais nas plantas. Geralmente, espécies distilicas exibem um
sistema de incompatibilidade heteromdrfico, bem como dimorfismos acessorios, como tamanho
e numero de gréos de poélen produzidos, e popula¢des com razdo entre morfos de 1:1 (isopletia).
Vaérios grupos distilicos, como Erythroxylum (Erythroxylaceae), passam por processos de
especializacao sexual, sendo a esterilidade masculina considerada o primeiro passo na evolugéo
da unissexualidade floral. No entanto, para individuos com esterilidade masculina persistirem,
eles devem ter alguma vantagem reprodutiva que compense a perda da funcdo masculina. O
objetivo geral desta tese foi analisar as caracteristicas distilicas, a presenca de especializacdo
sexual e sua relacdo com possiveis compensacdes reprodutivas em diferentes populacGes de E.
campestre, E. deciduum, E. suberosum e E. tortuosum. A tese esta organizada em trés capitulos,
com 0s seguintes objetivos especificos: 1) analisar variagdes quanto a isopletia, hercogamia
reciproca e caracteristicas do poélen; 2) investigar se as espécies apresentam especializacdo
sexual, avaliando a esterilidade masculina e o sucesso reprodutivo entre os morfos florais; 3)
comparar varias caracteristicas reprodutivas entre os morfos florais com intuito de averiguar se
plantas com especializacdo sexual exibem compensacdo reprodutiva. A maioria das populagdes
foram isopléticas, com excecdo de E. campestre. Espécies e populacfes exibiram variacdes no
nivel de reciprocidade perfeita e, geralmente, os 6rgdos baixos (estigma brevistila e antera
longistila) foram mais reciprocos, com excec¢éo de E. deciduum. As anteras das flores brevistilas
produziram graos de pdlen maiores, mas em menor quantidade do que as anteras das flores
longistilas. Erythroxylum campestre € auto e intramorfo compativel, enquanto que as outras trés
espécies apresentam um sistema de incompatibilidade heteromdrfico. Apesar de
morfologicamente distilicas, as flores brevistilas de E. campestre e E. deciduum apresentaram
maior esterilidade dos grdos de polen do que as flores longistilas, sugerindo processo de
especializacdo sexual via ginodioicia. A taxa de frutificagdo de um morfo floral ndo foi
influenciada pela esterilidade masculina do morfo floral oposto. Considerando as varias
caracteristicas reprodutivas examinadas, variacGes entre morfos florais ocorreram apenas nas
duas espécies com especializagdo sexual, porém nenhuma das variagdes evidenciaram uma

vantagem reprodutiva feminina das plantas brevistilas.

Palavras-chave: distilia; esterilidade masculina; ginodioicia; hercogamia reciproca; isopletia;

limitacdo polinica; sistema de incompatibilidade; sistema sexual; vantagem compensatoria.
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ABSTRACT

Distyly is a floral system characterized by the presence of two floral morphs with reciprocal
placement of anthers and stigmas, and it has been largely used as a study model of evolution of
sexual systems on plants. Usually, distylous species present a heteromorphic incompatibility
system, as well as ancillary characters, such as pollen grain size and number, and populations
with morph ratio of 1:1 (isoplethy). Many distylous groups, such Erythroxylum
(Erythroxylaceae), go through processes of gender specialization, being the male sterility
considered the first step for the evolution of unisexuality. However, for individuals with male
sterility to persist in the population, they need a reproductive advantage that compensates for
their loss of the male function. The main goal of this thesis is to analyze distylous
characteristics, the presence of gender specialization and its relationship with the reproductive
compensation in different populations of E. campestre, E. deciduum, E. suberosum and E.
tortuosum. The thesis is divided into three chapters, with the following specific goals: 1)
analyze variations on isoplethy, reciprocal herkogamy and pollen characteristics; 2) investigate
if species present gender specialization, evaluating the male sterility and the reproductive
success between morphs; 3) compare different reproductive characteristics between floral
morphs in order to detect if plants with gender specialization present a reproductive
compensation. Most populations were isoplethic, with exception of E. campestre. Species and
populations displayed variations in the level of perfect reciprocity and low organs (S-stigmas
and L-anthers) usually were more reciprocal, except in E. deciduum. Anthers of S-flowers often
produced larger and fewer pollen grains than L-flowers. Erythroxylum campestre is self and
intra-morph compatible, whereas the other species present a heteromorphic incompatibility
system. Although E. campestre and E. deciduum are morphologically distylous, they present S-
flowers partially male-sterile, suggesting a gender specialization process through gynodioecy.
Fruiting rate of one floral morph was not influenced by male sterility of the opposite morph.
Considering the different reproductive characteristics examined, variations between floral
morphs occurred only in the two species with gender specialization, despite none of them
showed a female reproductive advantage of S-plants.

Keywords: compensatory advantage; distyly; gynodioecy; incompatibility system; isoplethy;

male sterility; pollen limitation; reciprocal herkogamy; sexual system.



INTRODUCAO GERAL

A heterostilia € um polimorfismo floral geneticamente controlado em que as populagées
podem ser compostas por dois (distilia) ou trés (tristilia) morfos florais que diferem de forma
reciproca na altura de seus estigmas e anteras (Barrett & Shore 2008). A maior parte das
espeécies heterostilicas sdo distilicas, apresentando individuos com flores de estames curtos e
estilete longo, denominado longistila, e outros com flores de estames longos e estilete curto,
denominado brevistila (Ganders 1979b; Barrett 2002; Barrett & Shore 2008). Este arranjo
reciproco da altura dos 6rgéaos sexuais entre os morfos é conhecida como hercogamia reciproca,
sendo considerada uma caracteristica determinante para populagdes heterostilicas (Webb &
Lloyd 1986). A hercogamia reciproca perfeita em uma populacéo é alcangada quando as anteras
de um morfo estdo posicionadas exatamente na mesma posicao (altura) que os estigmas do
outro morfo. Além da variacdo morfolégica na altura dos Orgdos sexuais, as plantas
heterostilicas, comumente, estdo associadas a um sistema de incompatibilidade heteromorfico,
de forma que apenas cruzamentos entre 6rgaos sexuais de altura reciproca (intermorfo) resultam
em formagé&o de sementes (Barrett & Richards 1990). Os morfos, geralmente, sédo encontrados
em proporcOes semelhantes dentro das populagbes (isopletia) como resultado da selecdo
dependente da frequéncia negativa, sendo tal caracteristica regida por fatores genéticos e
ecologicos, como o sistema de incompatibilidade heteromorfico e o servico de polinizacdo
(Thompson et al. 2003; Pannell et al. 2005). Outros dimorfismos auxiliares também tém sido
relacionados quanto a variacdo entre os morfos, principalmente em caracteristicas dos gréos de
polen (tamanho, producédo, escultura da exina) e do estigma (tamanho e forma; Ganders 1979b;
Dulberger 1992; Costa et al. 2017).

A associacdo entre caracteristicas morfologicas (hercogamia reciproca) e fisioldgicas
(sistema de incompatibilidade) fez com que os modelos evolutivos propostos para a heterostilia
sugerissem diferentes caminhos evolutivos. No modelo evolutivo proposto por Charlesworth e
Charlesworth (1979), o primeiro passo envolve a presenca de um ancestral ndo hercogamico
(flor com estigma e antera na mesma altura) com altos niveis de endogamia, o que implicou na
selecdo evolutiva de um sistema de incompatibilidade antes da evolucdo da hercogamia
reciproca. Por outro lado, Lloyd & Webb (1992) sugerem que o sistema de incompatibilidade
evoluiria apos o surgimento da hercogamia reciproca como resultado da especializag¢do do polen
para a polinizacdo legitima de um ancestral hercogdmico via dimorfismo estilar. O modelo de
Lloyd & Webb (1992) alcancou apoio ap0s estudos filogenéticos em Narcissus L.

(Amaryllidaceae, Pérez-Barrales et al. 2006), Lithodora Griseb. (Boraginaceae, Ferrero et al.



2009) e Primula L. (Primulaceae, Mast et al. 2006). No entanto, a evolugéo de muitos grupos
heterostilicos, como Erythroxylum P. Browne, permanece desconhecida, dada a falta de
informacdes morfologicas, fisiologicas e filogenéticas. Por esta razdo, informagdes sobre as
caracteristicas heterostilicas em diferentes espécies e populacbes de Erythroxylum podem ser

Uteis para futuros estudos evolutivos.

A heterostilia, até o presente momento, foi registrada em, aproximadamente, 28 familias
de Angiospermas, incluindo Erythroxylaceae (Barrett & Shore 2008). Esta familia possui
quatro géneros (Aneulophus Benth., Erythroxylum, Nectaropetalum Engl. and Pinacopodium
Exell & Mendoncga) e cerca de 250 espécies com distribuicdo pantropical (Stevens 2001
onwards; Daly 2004). A maioria das espécies desta familia pertence ao género Erythroxylum
(cerca de 230 espécies), sendo este 0 Unico género representado na regido Neotropical, tendo a
Ameérica do Sul como o principal centro de diversidade e endemismo, especialmente o Brasil e
a Venezuela (Daly 2004; Plowman & Hensold 2004; Loiola et al. 2007). No Brasil, foram
registradas cerca de 114 espécies de Erythroxylum ocorrendo, principalmente, em florestas
umidas (Amazonia e Mata Atlantica) e no Cerrado (Loiola et al. 2007). Além de apresentar
espécies heterostilicas (Ganders 1979a; Barros 1998; Pailler et al. 1998; Bianchi et al. 2000;
Silva et al. 2007), Erythroxylum também possui espécies didicas (Bawa & Opler 1975),
ginodidicas (Dominguez et al. 1997; Avila-Sakar & Dominguez 2000) e agamospérmicas
(Berry et al. 1991). Mesmo apresentando uma gama de sistemas de reproducdo e possuindo
grande importancia ecoldgica e econdmica (e.g., producdo de farmacos e medicina popular),
muito pouco se sabe a respeito da reproducao sexuada deste grupo de plantas. A variedade de
estratégias reprodutivas nas espécies de Erythroxylum fazem com que este género se torne um
excelente modelo para estudar os fatores que tém favorecido a evolucdo destes diferentes

sistemas sexuais, principalmente os dimorficos.

Espécies do género Erythroxylum apresentam flores, geralmente, com 10 estames,
distribuidos em dois verticilos (alternissépalos e opositissépalos) que podem ou nado ter
tamanhos diferentes dentro de uma mesma flor (Loiola et al. 2007). Devido a esta variagdo
morfologica, houve certas discussdes a respeito dos caminhos evolutivos do grupo, néo
existindo um consenso se espécies deste género possuem a distilia ou a tristilia como modelo
precursor (primitivo). A interpretacdo de que a distilia em Erythroxylum tenha evoluido da
tristilia, apenas por algumas espécies apresentarem flores com dois conjuntos de estames de
tamanhos diferentes, parece ser equivocada (Ganders 1979a). Relatos de tristilia (Burck 1895;

Bahadur 1978) e de até quatro tipos florais morfologicamente diferentes em uma mesma espécie



de Erythroxylum (Payens 1958), provavelmente, séo interpretacdes errdneas decorrentes de
uma amostragem limitada ou de uma variagdo continua dos comprimentos dos dois conjuntos
de estames (Ganders 1979a; Barros 1998). Assim, ndo ha evidéncias de que a variacdo dos
comprimentos dos dois grupos de estames em Erythroxylum possa estar relacionada com a
presenca de mais de duas formas florais, podendo ser o género considerado, tipicamente,
distilico.

Varios géneros distilicos como Bouvardia Salisb., Psychotria L. e Guettarda L.
(Rubiaceae) tém mostrado certa variagdo nos componentes morfofisioldgicos tipicos da distilia
(Richards & Koptur 1993; Faivre & McDade 2001; Consolaro 2008; Novo et al. 2018). As
variacdes nas caracteristicas distilicas podem ocorrer entre flores de um mesmo individuo, entre
individuos de uma dada populacdo e entre populacdes de uma mesma espécie, e podem ser
atribuidas a plasticidade fenotipica ou a um controle genético (Pailler & Thompson 1997;
Faivre & McDade 2001). Embora observacdes em espécies e populacdes de Erythroxylum
sejam escassas, variacdes no padrao distilico ja foram encontradas, como autocompatibilidade
e monomorfismo (populagdes com apenas um morfo floral, e.g., E. amazonicum Peyr., E.
novogranatense (D. Morris) Hieron. e E. undulatum Plowman, Burck 1895; Arroyo & Cabrera
1978; Ganders 1979a; Berry et al. 1991). Essas variagdes podem ocorrer por varios motivos,
tais como situacdes desfavoraveis a polinizacdo intermorfo por meio da ineficiéncia ou auséncia
de polinizadores (Pérez-Barrales & Arroyo 2010), reproducdo clonal (Haddadchi et al. 2014),
perturbacdes ambientais (Aronne et al. 2014), especializacdo sexual (ver abaixo) e espécies
com algum grau de autocompatibilidade (Consolaro et al. 2011; Zhou et al. 2017). Deste modo,
mais estudos avaliando variacdes das caracteristicas florais entre espécies e populacbes de
Erythroxylum sdo importantes para que possam fornecer informacdes a respeito dos caminhos
evolutivos, manutencdo e/ou a perda da heterostilia em espécies deste género.

A heterostilia se originou de forma independente nas Angiospermas em diversas
ocasides, sendo um sistema floral completamente instavel com transi¢des para outros sistemas
sexuais, como a ginodioicia e a dioicia (Barrett 2002; Rosas & Dominguez 2008). Estas
transicOes, especificamente a heterostilia evoluindo para a dioicia, tém surgido em Vvarios
géneros de plantas (e.g., Cordia L. (Boraginaceae), Opler et al. 1975; Lloyd 1979; Coussarea
Aubl. e Chassalia Comm. ex Poir. (Rubiaceae), Beach & Bawa 1980; Pailler et al. 1998;
Nymphoides Hill (Menyanthaceae), Barrett 1980), podendo ocorrer a partir de mudancas
ecologicas, tais como a perda de polinizadores eficientes no fluxo de polen intermorfo (Lloyd

1979; Beach & Bawa 1980; Pailler et al. 1998). Polinizadores ineficientes podem levar a uma



transferéncia assimétrica de poélen, favorecendo a funcdo masculina do morfo com maior
capacidade em exportar pélen, normalmente o brevistilo, e favorecendo a fungdo feminina do
morfo que recebe maior quantidade de polen, normalmente o longistilo (Darwin 1877; Lloyd
1979). Embora a hipdtese destes autores seja considerada classica, a funcdo de doar mais polen
nem sempre esta relacionada ao morfo brevistilo e a de receber mais pdlen legitimo ligado ao
morfo longistilo (Lau & Bosque 2003; Garcia-Robledo 2008). Independentemente de qual
morfo atue como masculino ou feminino, todos estes trabalhos discutem que a transferéncia
unidirecional de polen pode eliminar a utilidade e, eventualmente, a funcionalidade dos estames
do morfo que transporta menos polen e dos pistilos do morfo que recebe menos pélen (Beach
& Bawa 1980), o que geraria a especializacdo sexual.

Varios trabalhos tedricos e empiricos tém demonstrado que a heterostilia pode evoluir
para a dioicia quando a transferéncia de pélen entre os morfos € altamente assimétrica, sendo
os polinizadores os principais agentes intermediadores da ruptura evolutiva da heterostilia (e.g.,
Beach & Bawa 1980; Muenchow & Grebus 1989; Barrett 1992; Pailler et al. 1998). Fatores
genéticos intrinsecos também tém potencial de viabilizar a especializagdo sexual em espécies
distilicas. As mutacdes de esterilidade podem ser expressas diferentemente entre os morfos, e
levar um morfo a contribuir mais com uma func¢do sexual (masculina ou feminina) do que o
outro dentro da populacdo (Schultz 1994; Dominguez et al. 1997). A especializacdo sexual
pode trazer vantagens genéticas para uma populacédo de planta e melhorar a aptidao reprodutiva
dos individuos ja que aumentaria sua diversidade genética reduzindo os niveis de
autofecundacdo e depressdo endogamica (Charlesworth & Charlesworth 1978; Bawa 1980).
Entretanto, para espécies heterostilicas, a selecdo contra a autofecundacdo ou endogamia nédo
pode ser colocada como uma possivel "forca motriz" para a evolucdo da dioicia porque a
maioria dos tdxons apresentam sistema de incompatibilidade heteromdrfico (Bawa 1980). Neste
sentido, fatores ecologicos e ndo genéticos, como a atuagdo dos polinizadores realizando um
fluxo de pdlen assimétrico entre os morfos florais pode ser considerada a principal forca seletiva

que conduz a especializacdo sexual em espécies heterostilicas.

Em muitos casos, a esterilidade masculina € o primeiro passo na evolucdo da
unissexualidade floral, favorecendo a fungdo feminina (Schultz 1994; Charlesworth 1999),
sendo, supostamente, um processo de especializacao sexual generalizado em espécies distilicas
de Erythroxylum (Dominguez et al. 1997; Avila-Sakar & Dominguez 2000; Cuevas et al. 2005;
Del-Carlo & Buzato 2006; Silva et al. 2016). No entanto, a ocorréncia de mutacGes de

esterilidade masculina em alguns individuos hermafroditas resulta em uma desvantagem



gamética nestas plantas, uma vez que elas contribuem com genes para a proxima geracao apenas
via 6vulos, enquanto que as plantas hermafroditas contribuem através do p6len e dvulos. Sendo
assim, para que as plantas com esterilidade masculina sejam mantidas na populacdo, elas devem
apresentar alguma vantagem reprodutiva em relacdo as hermafroditas, compensando, assim, a
perda da funcgéo sexual masculina (Charlesworth 1981; Gouyon & Couvet 1987; Delph et al.
1999). Esta compensacdo feminina pode ser adquirida por uma realocacdo de recursos em
consequéncia do investimento reduzido na fun¢do masculina (Avila-Sakar & Dominguez 2000;
Campbell 2000). No entanto, a quantidade de compensacao reprodutiva necessaria para manter
plantas com esterilidade masculina na populacéo depende do modo de heranca da esterilidade
masculina. No caso da heranca nuclear, as plantas com esterilidade masculina devem ter pelo
menos uma aptiddo feminina duas vezes maior em relacdo as hermafroditas (Lewis 1941;
Charlesworth & Charlesworth 1978; Van Damme & Van Damme 1986). Ao passo que, se a
heranga da mutacao sexual for conduzida por genes citoplasmaticos, pequenas diferencas ja séo
suficientes (Ross & Gregorius 1985; Frank 1989). Espécies de Erythroxylum, normalmente,
tém apresentado uma esterilidade masculina com heranca nuclear-citoplasmatica (Dominguez
et al. 1997; Del-Carlo & Buzato 2006), o que faz acreditar que a magnitude da compensacao
seja intermediaria entre a esperada para as herancas nucleares e citoplasmaticas (Lewis 1941;
Charlesworth 1981; Gouyon & Couvet 1987).

Em populagdes de E. havanense Jacq., as plantas brevistilas possuem gréos de pélen
menos viaveis do que as plantas longistilas, exibindo um sistema sexual, parcialmente,
ginodidico (Cuevas et al. 2005; Rosas et al. 2005). Diferentes estudos mostraram que plantas
brevistilas de E. havanense com especializacdo sexual apresentam realocacdo de recursos na
producdo de mais frutos e sementes, maior velocidade e sucesso de maturacdo das sementes,
melhor taxa de germinacéo e um desempenho vegetativo superior as plantas longistilas (Avila-
Sakar & Dominguez 2000; Rosas et al. 2005). A vantagem compensatéria dos individuos com
esterilidade masculina também pode ser alcangada de outras formas, como maior habilidade
competitiva, maior producdo de flores e producdo de sementes mais pesadas com maior
capacidade de germinacéo (Shykoff et al. 2003; Dufay & Billard 2012). A prevaléncia dessas
vantagens compensatdrias das plantas com esterilidade masculina, cancelando sua desvantagem
gamética em relacdo as plantas hermafroditas coespecificas, sdo consistentes com modelos
teoricos para a manutencdo de individuos femininos em populagdes ginodidicas (Lewis 1941,
Lloyd 1976; Gouyon & Couvet 1987). Entretanto, existem excecdes a esta regra da vantagem

compensatdria feminina, indicando que as diferengas em alguns tracos reprodutivos, por si so,



ndo podem explicar a manutencdo das plantas com esterilidade masculina em todas as espécies
(e.g., Alonso & Herrera 2001; Shykoff et al. 2003; Garcia et al. 2005; Dufay et al. 2010; Dufay
& Billard 2012).

A esterilidade masculina e suas vantagens compensatorias sao parametros importantes
na evolucdo da especializacdo sexual em plantas com sistemas sexuais dimorficos (e.g.,
heterostilicas, ginodioicas, androdiodicas). A maioria dos estudos tem ignorado ou subestimado
os efeitos combinados da esterilidade masculina com o contexto ecolégico em que as plantas
expressam a compensacao feminina (mas ver, Marshal & Ganders 2001; Ramsey & Vaughton
2002; Ashman et al. 2004; Cole & Ashman 2005; Stone & Olson 2018). As interacdes bidticas
sd@o um dos principais componentes do cenario ecoldgico que influencia a evolugao dos sistemas
de reproducdo das plantas (Ashman 2002). As interagdes com polinizadores (Stone & Olson
2018), herbivoros (Ashman et al. 2004; Cole & Ashman 2005), patogenos (Collin et al. 2002)
e/ou predadores de sementes (Collin et al. 2002; Boege & Dominguez 2008) podem reforcar
ou restringir os beneficios do exercicio da especializacdo sexual se 0s animais responderem,
diferentemente, entre os morfos florais. Em uma populagdo de E. havanense, as plantas
brevistilas com maior esterilidade masculina ttm uma maior producdo de frutos e sementes,
porém apresentam uma maior taxa de sementes predadas, o que potencialmente reduziu a
magnitude do seu efeito compensatério (Boege & Domingues 2008). No entanto, para esta
mesma populacao, os polinizadores parecem nado ter um efeito sobre a compensacao feminina,

uma vez que a frequéncia de visitas entre os morfos foi igual (Dominguez et al. 1997).

Embora estudos tenham fornecido informacdes Uteis sobre os aspectos distilicos e a
esterilidade masculina, sendo esta Gltima caracteristica apontada por muitos autores como um
fendmeno comum em Erythroxylum, poucos trabalhos ainda foram desenvolvidos com um
conjunto de espécies deste género, onde apenas E. havanense ¢ bem documentada (Dominguez
et al. 1997; Avila-Sakar & Dominguez 2000; Cuevas et al. 2005; Rosas et al. 2005; Boege &
Dominguez 2008; Rosas & Dominguez 2008). Desta forma, para o desenvolvimento da
presente tese, buscou-se analisar as caracteristicas distilicas e uma possivel especializagcdo
sexual em diferentes populacdes de quatro espécies de Erythroxylum presentes no Cerrado,
sendo elas E. campestre St. Hil., E. deciduum A. St. Hil, E. suberosum St. Hil. e E. tortuosum
Mart. Também foi investigado se plantas com especializagdo sexual feminina exibem alguma
vantagem reprodutiva compensatdria. A tese estd organizada em trés capitulos, todos usando,
como modelo de variacéo, espécies e/ou populacdes de Erythroxylum. Os dados do primeiro e

segundo capitulo foram coletados em varias areas de Cerrado do Brasil Central, avaliando para



as quatro espécies possiveis variagdes populacionais em uma escala regional. O primeiro
capitulo analisa as caracteristicas morfologicas distilicas das espécies e populagdes,
investigando possiveis variacbes quanto a isopletia, hercogamia reciproca e dimorfismos
auxiliares (tamanho e producdo de pdlen). Especificamente, o segundo capitulo analisou
variacOes temporais (além de espaciais) quanto a esterilidade dos gréos de pdlen e o sucesso
reprodutivo feminino das diferentes espécies e populagdes. Neste capitulo, também foi
investigado se as populacdes exibem sistema de incompatibilidade heteromorfico e limitagédo
polinica. Por fim, o terceiro capitulo comparou varias caracteristicas reprodutivas entre 0s
morfos florais de duas espécies com possivel especializacdo sexual feminina e duas espécies
sem esta especializacdo. Isto foi realizado para permitir um marco comparativo, investigando
se possiveis variacdes reprodutivas entre morfos é resultado de um efeito compensatério
(apenas espécies com especializacao sexual apresentam diferencas entre morfos) ou de outros

fatores (espécies sem especializacdo sexual também apresentam diferencas entre morfos).
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ABSTRACT

PREMISE OF THE STUDY: : Distylous species present two floral morphs with reciprocal
placement of stigmas and anthers, which has been interpreted as a mechanism to promote
disassortative pollination. However, the morphological evidence suggests that distylous
species commonly present substantial variation in reciprocity between high (L-stigmas and S-
anthers) and low (S-stigmas and L-anthers) organs that may affect the likelihood of

disassortative pollination and consequently the stability of this floral polymorphism.

METHODS: Here, we investigated variation in morph ratio, stigma-anther reciprocity and
diameter of pollen grains and pollen production in 26 populations of four Erythroxylum

species from the Cerrado biome (Brazil).

KEY RESULTS: Most populations presented the 1:1 ratio, with the exception of E.
campestre, that displayed L-biased, S-biased and S-monomorphic populations. All species
fitted the morphological distylous floral syndrome, with some variations (L-flowers in all
species presented two anther levels as opposed to S-flowers, that only showed one anther
level). In all cases, we detected substantial deviations from perfect reciprocity, with total
inaccuracy in reciprocity ranging between 9.39% and 42.94%. In almost all cases (with the
exception of E. deciduum), most of the inaccuracy was generated by the high organs. Anthers
of L-flowers often produced more pollen grains than S-flowers, but pollen from S-anthers was

larger. Pollen production and size also varied between the two anther levels of L-morph.

CONCLUSIONS: Despite variations in the distylous morphological syndrome in
Erythroxylum species and populations, we conclude that the most important morphological
features of typical distyly seem to be conserved especially in E. deciduum, E. suberosum and

E. tortuosum.

KEY WORDS: ancillary characters; Cerrado; heterostyly; inaccuracy; incompatibility
system; isoplethy; monomorphism; morph bias; reciprocal herkogamy.

INTRODUCTION

Heterostyly is a genetically controlled sex polymorphism in which populations present
two (distyly) or three (tristyly) floral morphs with reciprocal placement of stigmas and

anthers, being distyly the most common sex polymorphism among angiosperms (Barrett and
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Shore, 2008). The floral forms in distylous species include a long-styled morph (L-morph)
and short-styled (S-morph) with the stigmas placed above and below the anthers, respectively,
in such a way that anthers and stigmas are placed reciprocally between morphs (Barrett,
2002). This variation is considered a necessary condition to characterize a species as
distylous. Many heterostylous species also present a diallelic incompatibility system that
prevents self- and intramorph cross-fertilization (Barrett and Richards, 1990), as well as
ancillary characters, such as pollen grain size and number (Ganders, 1979b; Dulberger, 1992),
which often favor intermorph (disassortative) mating and prevent self and intramorph
fertilization (Ganders, 1979b; Dulberger, 1992; Costa et al., 2017). Thus, when disassortative
mating prevails, the maintenance of morphs in populations is guaranteed by means of
negative frequency-dependent selection (Thompson et al., 2003; Pannell et al., 2005). Under
conditions of disassortative mating, it is expected that the L- and S-morph yield progenies of
similar fitness, maintaining both morphs at balance within populations. Deviations of the 1:1
ratio are often reported for species which show some degree of self-compatibility (Consolaro
etal., 2011; Zhou et al., 2017) or with an increase of intramorph (assortative) mating in
species that lack a diallelic incompatibility system (Baker et al., 2000; Barrett and Hodgins,
2006; Pérez-Barrales and Arroyo, 2010).

Heterostyly has been described in ca. 28 angiosperm families, including
Erythroxylaceae (Barrett and Shore, 2008). Erythroxylaceae includes four tropical genera
(Aneulophus Benth., Erythroxylum P. Browne, Nectaropetalum Engl. and Pinacopodium
Exell & Mendonca) with ca. 250 species of flowering trees and shrubs (Stevens, 2001
onwards; Daly, 2004). The genus Erythroxylum is the largest of the family (ca. 230 species;
Daly, 2004) and the only present in the neotropical region, being Brazil one of the main
centers of diversity, with 114 species of which 74 are endemic (Plowman and Hensold, 2004;
Loiola et al., 2007). The information available for heterostylous Erythroxylum species is
limited, but it suggests that species present diallelic incompatibility system, with variation in
the strength of the incompatibility reaction as well as the morph ratio (Ganders, 1979a;
Barros, 1998; Pailler et al., 1998; Bianchi et al., 2000; Silva et al., 2007). The genus includes
self-compatible and monomaorphic species (populations with only one floral morph, e.g., E.
amazonicum Peyr., E. novogranatense (D. Morris) Hieron. and E. undulatum Plowman;
Burck, 1895; Arroyo and Cabrera, 1978; Ganders, 1979a; Berry et al., 1991), but the absence
of phylogenetic information for the genus prevents testing whether monomorphic condition
represents an ancestral condition or derived from distylous ancestors (Mast et al., 2006).
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However, the morphological classification of the type of heterostyly present in Erythroxylum
species has been challenged by the fact that flowers present two stamen whorls that can have
(or not) unequal length within the same flower. These variations have stimulated the debate
regarding the evolutionary origin of heterostyly in Erythroxylum species, and it has been
argued that the presence of two sets of stamens of unequal length might be associated with a
derived condition from a tristylous ancestor (Ganders, 1979a), similar to the variation
displayed by Oxalis alpina (Rose) Rose ex R. Knuth (Baena-Diaz et al., 2017; Weller et al.,
2007). However, other distylous groups such as Linum L. (Linaceae) and Narcissus L.
(Amaryllidaceae) also include two sets of stamens of unequal length, but in these groups
distyly does not seem to be derived from tristyly, but other stylar conditions (Dulberger, 1973,;
Arroyo and Barrett, 2000; Graham and Barrett, 2004; Pérez-Barrales et al., 2006; McDill et
al., 2009; Santos-Gally et al., 2013; Ruiz-Martin et al., 2018). Therefore, the presence of two
anther levels within a flower is not necessarily associated with the presence of more than two
morphs, and reports of tristyly (Burck, 1895; Bahadur, 1978) and up to four floral morphs in
some Erythroxylum species (Payens, 1958) might be misguided interpretations from limited
sampling or unmeasured continuous variation in lengths of two sets of stamens (Ganders,
1979a; Barros, 1998).

A detailed analysis of the variation in the position of reciprocal anthers and stigmas
can provide a first step to investigate the ecological and evolutionary significance of
heterostyly (Charlesworth and Charlesworth, 1979; Lloyd and Webb 1992a, b). Empirical
evidence has shown that increasing reciprocity between morphs promotes disassortative
pollination (Keller et al., 2014; Zhou et al., 2015; Jacquemyn et al., 2018; Wu et al., 2018; but
see Simén-Porcar et al., 2015). Surprisingly, heterostylous species display substantial
variation in reciprocal herkogamy, with anthers and stigmas often deviating from the position
of their “compatible” reciprocal organ (Richards and Koptur, 1993; Pailler and Thompson,
1997; Thompson and Dommée, 2000; Faivre and McDade, 2001; Ferrero et al., 2009, 2011a,
b; Keller et al., 2012; S et al., 2016; Armbruster et al., 2017). If the function of heterostyly
relies on the close matching between reciprocal organs (Darwin, 1877), a morphological
analysis of reciprocity can help elucidating whether heterostylous species and populations sit
close to their phenotypic optimum, under the assumption that the position of high and low
reciprocal organs represents the locations for pollen pick up and stigma contact on the body of
pollinators to promote disassortative pollen transfer (Armbruster et al., 2006; Armbruster et

al., 2009). Armbruster et al. (2017) recently developed a method to measure reciprocity based
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on adaptive accuracy (Armbruster et al., 2009), which allows inferring the potential fitness
cost associated with deviations of L- and S-anthers and stigmas from their phenotypic
optimum (e.g., mean value of the reciprocal organ with low variation around the mean). The
authors revealed that understanding deviations from perfect reciprocity requires investigating
the contribution of high and low reciprocal organs to inaccuracy, suggesting that reciprocal
herkogamy is a complex phenotypic trait subject to selection (Armbruster et al., 2017).

In the present study, we describe the morphological variation of heterostyly and some
ancillary characters in four Erythroxylum species and populations from the Brazilian Cerrado,
and provide an analytical description of the morphological variation of the polymorphisms
and reciprocity in a plant group otherwise scarcely investigated. The variation in the position
of anthers within the same flower provides unique opportunities to investigate the
contribution of high and low organs to deviations from reciprocity, and infer its significance
for the function of heterostyly in Erythroxylum species. The specific objectives include: (1) to
describe the variation in morph frequency (e.g., isoplethy, anisoplethy and monomorphy)
among species and populations; (2) to compare morphology of reproductive organs between
morphs to determinate inaccuracy in reciprocity of high and low reciprocal organs, and (3) to
investigate variations in ancillary characters (e.g., pollen grains production and size) of the

different morphs of each species.

MATERIAL AND METHODS

Species and study areas - The species in this study include E. campestre A.St.-Hil., E.
deciduum A.St.-Hil., E. suberosum A.St.-Hil. and E. tortuosum Mart (see Fig. 1). These
species present small, pentamerous and actinomorph flowers, with creamy white petals and a
sweet fragrance. Petals include a nectariferous ligule appendage at the base that together form
a small tube. Flowers present 10 stamens with filaments fused at the base, forming a short
staminal tube around the superior ovary. Stamens are organized in two whorls with five
stamens, each with the whorls placed opposite to the sepals and petals, respectively. In the
study species, flowers of the L-morph present the two stamen whorls are at different heights
(Fig. 2), whereas in the S-morph, they are placed at similar height (other Erythroxylum
species show variation in the position of anthers in S-flowers; Pailler et al., 1998). In both
morphs flowers include three styles with tricarpelar and trilocular ovary that contain only one

fertile locule with one ovule (Loiola et al., 2007; Silva et al., 2016). Fruits consist of red ovoid
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drupes, which commonly produce a single seed. Erythroxylum campestre is self-compatible,
with intra- and inter-morph crosses all compatible. The rest of the study species are self-
incompatible, and only crosses between different floral morphs render fruits (R. Matias,
unpublished data). Erythroxylum campestre has a sub-shrub habit, E. suberosum and E.
tortuosum are shrubs and E. deciduum is an arboreous species. The four species are found in
the Cerrado, the savannas in Central Brazil. In the present study, 11 Cerrado areas from
Central Brazil (Goias, Minas Gerais and Distrito Federal) were selected for the population
survey (Fig. 3). Details (region, area name and coordinates) are included in Appendix S1; see
Supplemental Data with this article. In total, 26 populations were surveyed along the 11
Cerrado areas (Fig. 3). The survey was completed between August and November 2015,

which corresponds to the flowering period of the species in the areas of study.

Population morph ratio - Morph ratio was investigated in all populations of the four species
(Fig. 3). Flowering individuals were scored to identify the species and verify the morph,
allowing at least 3 meters between individuals of the same species to avoid repetition of the
same genet. In all populations, chi-square (x?) analysis with Yates correction was used to

assess if the morph ratio differed significantly from isoplethy (1:1), considering a = 0.05.

Floral morphology and reciprocal herkogamy - Flowers were sampled from flowering
individuals (n = 1-3 flowers per individual; 18-49 individuals per population) and fixed in
70% ethanol until measured in the laboratory. Flowers were photographed and measurements
were obtained with ImageJ 1.45s software (Rasband, 2011, http://imagej.nih.gov/ij/). The
traits measured included stigma and anthers height, using as reference point the top of the
ovary (Fig. 2). For the L-morph, anther height was measured for the two whorls (Fig. 2). To
morphologically characterize floral morphs of each species, we analyzed differences in
stigmas and anthers height and stigma-anther separation (level of herkogamy) between
morphs and populations with linear mixed-effects models using the Imer function in the Ime4
package in R (Bates et al., 2015). The terms morph, population and the interaction effect were
included in the models as fixed factors and individuals plants surveyed were used as a random
factor. Significance of each factor was tested with type-11 analysis of variance via the Anova
function in the car package (Fox, 2015). In these analyses, monomorphic populations and

highly anisoplethic populations were discarded.

To investigate variation in reciprocity, we used the adaptive inaccuracy method
developed by Armbruster et al., (2009, 2017). The function of distylous flowers predicts that
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the optimal position of L-stigmas is represented by the position of the anthers of the opposite
morph and vice versa. Similarly, the optimum position of S-stigmas is represented by the
position of L-anthers and vice versa. Hence, it is possible to estimate the level of
maladaptation of reciprocity by studying the difference between population means of high
organs and low organs. As different flowers of a same morph vary in the exact position of
anthers and stigmas, with adaptive inaccuracy is possible to incorporate the variance of organs
to the estimates of reciprocity (Armbruster et al., 2009, 2017). We used the population mean
and variance of each organ type to calculate adaptive inaccuracy values for high (L-stigmas
[S] and S-anthers [A]; Eqn 1) and low organs (L-anthers [a] and S-stigmas [s]; Eqn 2). Given
that L-flowers present two stamen whorls of different lengths (Fig. 2), the low organ level
inaccuracy was estimated in two ways. Specifically, the measures of height of the two anthers
heights (Aa and aa for upper and lower anther level, respectively) were analyzed together in
the same equation (Eqn 2) by using the population mean and variance of the L-anthers
without distinction of anther position. In addition, to better understand the contribution of
each anther level to inaccuracy in reciprocity, we obtained adaptive inaccuracy considering
upper (Eqn 3; Aa) and lower anthers (Eqn 4; aa) separately. In the equations presented below,
letters with bars correspond to the population mean of organs whereas V corresponds to the
variance of the organs (see Armbruster et al., 2009, 2017 for a detailed conceptual and

mathematical development).

Inaccuracy, .o = (A-S)?+V,+ Vg Eqn 1
Inaccuracy, o oone = (@-8)%+V,+V, Eqn 2
Inaccuracy, organs — (aA -5)? + V4 + Vi Eqn 3
Inaccuracy, .= (aa- 52+ V,, + V Eqn 4

The unit of inaccuracy is trait units squared, and the results of high and low organ
inaccuracies were summed to provide a total inaccuracy value per population (see results). In
order to establish comparisons between populations and species, values were standardized by
the average height of all organs (e.g., dividing the inaccuracy estimates by the average? organ
height) recorded for each population and adjusted to a proportional scale (Armbruster et al.,
2017). In general, low values of inaccuracy correspond to high levels of reciprocity, e.g.,
close matching between reciprocal organs with low dispersal around the optimal values
(Armbruster et al., 2009, 2017).
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Pollen production and size - Diameter of pollen grains and pollen production were
investigated in one population per species (populations of area five; Fig. 3). Ten to 26 flower
buds in pre-anthesis from 8-21 individuals of each morph per species were randomly
collected in the field and fixed in 70% alcohol to measure pollen diameter. Per floral morph,
all anthers were squashed on a slide with acid fuchsine and the extracted pollen grains were
photographed under an optical microscope (in L-flowers, this procedure was done separating
anthers from the two whorls). Measures of the diameter of 10-15 pollen grains per sample
were taken from photos with View 7.1 software. Pollen production was counted in one anther
in the S-morph and two anthers in the L-morph (one per whorl) in 10 flowers from 6-10
individuals (1-2 flowers per individual) per morph. Anthers were removed and squashed on a
microscope slide with a drop of acetic carmine to visualize and count all pollen grains under
an optical microscope. For each species, we compared pollen diameter and pollen production
between S-morph anthers (A) and the two height levels of L-morph anthers (aA and aa). The
data were analyzed using linear mixed-effects models with anther type as a fixed factor and
individual plant as random factor, using the Imer function in the Ime4 package in R (Bates et
al., 2015). To obtain the P-value of the models, we performed an analysis of variance as
described above; when significant differences were detected, a post hoc Tukey test was
conducted using glht function in the multicomp package (Hothorn et al., 2008) to identify
differences between anthers types. Residuals analysis was used in order to ensure models
assumptions were met (homoscedasticity and normal distribution). All analyses were

performed in R statistical environment (R Core Team, 2017).

RESULTS

Population morph ratio - The number of L- and S-plants for all species and populations is
presented in Table 1, and Fig. 3 shows the geographic distribution of populations and
population morph ratio. For E. campestre only three out of eight populations presented 1:1
ratio of L- and S-plants, whereas the remaining five populations deviated from the isoplethic
condition. Of these, one population was fixed for the S-morph, two presented deviations
towards the L-morph and another two populations were S-biased. Populations of the
remaining species presented L- and S-plants in equal proportions, with the exception of one
population of E. suberosum and E. tortuosum that were biased towards the L-morph (see

Table 1 for chi-square values and statistical significance of analyses).
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Floral morphology and reciprocal herkogamy - The two floral morphs of all species are
presented in Fig. 1. Average values of stigmas, anthers and stigma-anther separation of L- and
S-flowers from all population are presented in Table 2, and graphical representations of
sexual whorls of individual flowers ranked by order of increasing style length are presented in
Fig. 4 for E. campestre and E. deciduum populations, and in Fig. 5 for E. suberosum and E.
tortuosum populations. In general, herkogamy of L- and S-flowers in E. campestre, E.
suberosum and E. tortuosum was pronounced, with few samples showing anthers and stigmas
at the same height. In contrast, all four E. deciduum populations presented many L-flowers
with stigmas located at the same height or below the upper anthers (Fig. 5), whereas S-

flowers presented anthers and stigmas well separated.

In general, all species showed differences between morphs in the position of anthers
and stigmas (see Tables 2, 3), and only E. deciduum showed no differences between
populations. For stigma height, the interaction term morph * population was significant for all
species except for E. deciduum (Table 3). The comparison for anther height using the upper
anther of the L-morph showed that the interaction term was only significant for E. campestre,
as opposed to the comparison with the lower anther of the L-morph, where the interaction
term was statistically significant in all species. This suggests that the magnitude of differences
between floral morph for those organs may not be the same across populations (Table 3). The
analyses on herkogamy revealed different patterns of variation. For E. suberosum and E.
tortuosum, there were no differences in the herkogamy level between morphs, whereas
differences were found in E. campestre and E. deciduum (see Tables 2, 3). In general, S-
flowers of E. campestre consistently displayed lower herkogamy, and the opposite pattern
was found in E. deciduum (see Tables 2, 3). In all cases, species presented variation in
herkogamy level between populations and the interaction term population * morph was
statistically significant (Table 3), suggesting that patterns of variation in herkogamy are

different across populations of all species.

The values of adaptive inaccuracy for species and populations are presented for high
and low reciprocal organs (Table 4). Across populations, total inaccuracy on standardized
scale ranged between 9.39% and 42.94%, with low inaccuracy values corresponding to high
reciprocity. In general, average values per species (calculated as mean value across
populations) showed that E. suberosum and E. tortuosum displayed the lowest inaccuracy
values, ranging between 9.39% and 20.01% in E. suberosum and between 13.93% and

21.64% in E. tortuosum (Table 4). Erythroxylum deciduum presented the largest total
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inaccuracy of all species, ranging between 38.07% and 42.94%. Erythroxylum campestre
showed substantial variation in inaccuracy (Table 4), with some populations showing low
values (e.g., population 11 with 13.48%) and others high values (e.g., inaccuracy of 41.16%
in population 7), covering the range displayed by E. deciduum (largest inaccuracy values),
and E. suberosum and E. tortuosum (lowest inaccuracy values). Within population and across
species, inaccuracy showed a tendency to be larger for high organs in E. campestre, E.
suberosum and E. tortuosum (Table 4), suggesting that in these species reciprocity is higher
between S-stigmas and L-anthers (low organs) than L-stigmas and S-anthers (high organs). In
contrast, inaccuracy values for low organs in E. deciduum were ca. three times larger than
high organs, with values ranging within those observed in E. suberosum and E. tortuosum for
the same organ level (Table 4), indicating that reciprocity is higher in high organs than low
organs. The analysis to estimate the contribution of the two anther levels (Aa and aa) of L-
flowers revealed that inaccuracy of lower anthers (aa) was substantially greater than upper
anthers (Aa) in E. campestre, E. suberosum and E. tortuosum (Table 4). In contrast, upper
anthers (Aa) of L-flowers in E. deciduum were associated with larger inaccuracy values

compared to lower (aa) anthers (Table 4).

Pollen production and size - We identified differences between morphs in pollen
characteristics (Table 5). In general, pollen from the S-morph was significantly larger than
pollen from the two anther levels of the L-morph. Erythroxylum suberosum was the only
species in which pollen grains had similar size in upper L-anthers and S-anthers (Table 5).
Comparisons between pollen size of upper and lower L-anthers showed significant
differences in E. suberosum, with upper anthers having larger pollen grains. In E. campestre,
E. deciduum and E. tortuosum, pollen grains of the two anther levels of the L-morph showed
similar size (Table 5). The number of pollen grains per anther also displayed differences
between morphs (Table 5). The upper and lower L-anthers of E. campestre and E. tortuosum
produced greater quantity of pollen than anthers of the S-morph. In E. deciduum and E.
suberosum, only the lower L-anthers produced more pollen than the S-anthers. In all species,
the differences in the amount of pollen produced by upper and lower anthers of the L-morph
were statistically significant, and lower anthers produced substantially more pollen than upper
anthers (Table 5).

DISCUSSION
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We investigated variations in morph ratio, position of male and female sexual organs,
and pollen characteristics among different species and populations of Erythroxylum, a genus
for which information on the variation of the heterostylous syndrome is scarce. Most
populations were balanced for morph ratio, except for populations of E. campestre. We also
found that most species and populations fitted the morphological heterostylous syndrome, but
there was substantial variation in the position of sexual organs that affect the level of
reciprocal herkogamy between morphs. The morphological syndrome also appeared
associated with variation in pollen characteristics in the size and number of pollen grains
produced by the two morphs, as well as in the two anther levels of L-flowers. Below, we
discuss several ecological and genetic scenarios that might explain the variations observed,

and discuss them in the context of the evolution and function of heterostyly.

The 1:1 ratio in heterostylous species is commonly associated with the presence of a
heteromorphic incompatibility system and the promotion of disassortative mating. Changes in
morph ratio seem to correlate with variations in the strength of the heteromorphic
incompatibility system (Pailler and Thompson, 1997; Brys et al., 2008; Hodgins and Barrett,
2008), and the breakdown of the incompatibility system often results in the fixation of the L-
morph (Consolaro et al., 2011; Zhou et al., 2012). In many heterostylous species and species
with related polymorphisms, intra-morph crosses produce seeds, and morph ratio variation
appears to be influenced by the relative contribution of assortative and disassortative pollen
transfer, and the relative fertility of the morphs in relation to pollinator behavior (Arroyo et
al., 2002; Barrett and Hodgins, 2006; Ferrero et al., 2017). In the present study, most of
Erythroxylum populations were isoplethic, with the exception of E. campestre. Populations of
this species displayed the most variation in morph-ratio, including isoplethic, L-biased, S-
biased and S-monomorphic populations. Unlike the other Erythroxylum species included in
this study, E. campestre is self-compatible, and all morph crosses form seeds, including
autonomous selfing (Barros, 1998; R. Matias, unpublished data). Thus, variation in morph
ratio for this species might be influenced by pollen transfer patterns and fitness differences
between morphs, as well as stochastic events such as founder events, reduction of population
size and habitat fragmentation, which are often accompanied by changes in the
incompatibility system (Brys et al., 2008; Zhou et al., 2012). Previous research in
Erythroxylum failed to describe the variation in morph ratio presented here (see Ganders,

1979a; Pailler et al., 1998). Further research is necessary to increase population sampling and
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understand the mechanisms that govern population morph ratio and the fertility of the floral
morphs.

The morphological variation observed in the study species fits the distylous syndrome,
although all species displayed substantial variation in the position of anthers and stigmas, and
therefore reciprocal herkogamy. This was particularly evident in E. deciduum (Fig. 4), a
species in which all populations presented typical L-flowers, with clear separation between
anthers and stigmas, and atypical L-flowers, with stigmas located at the same level or slightly
below the upper L-anthers. Flowers of E. laurifolium Lam. displayed similar variation, with
typical L-flowers and homostylous flowers with anthers and stigmas placed at the same height
(Pailler et al., 1998). Homostyly is a term used to indicate flowers with absence of herkogamy
in species whose ancestors were distylous (Ganders, 1979b). However, L-flowers of
Erythroxylum in this study present two anther heights (Fig. 2), and in E. deciduum lower
anthers never appeared placed at the same height as stigmas, becoming inappropriate the use
of the term homostylous. Similar to the observations made in E. laurifolium (Pailler et al.,
1998) and Jasminum fruticans L. (Oleaceae; Thompson and Dommée, 2000), we also found
some L-flowers with twisted styles in all species. This twist can reduce herkogamy and place
stigmas closer to upper anthers or slightly below, particularly in E. deciduum, the species with
the lowest herkogamy in L-flowers. Less frequently, we also observed some S-styles twisted.
It is possible that this characteristic might be associated with floral development, potentially
affecting self-pollination (Pailler et al., 1998; Thompson and Dommée 2000), which remains
to be tested.

We used the method developed by Armbruster et al. (2017) to estimate departures
from perfect reciprocity based on adaptive inaccuracy. With adaptive accuracy, the mean and
the variance are used to interpret the adaptive significance of the position of anthers and
stigmas in relation to pollen pick-up and delivery, and pollinator behavior (Armbruster et al.,
2009), which is critical for the function of heterostyly (Armbruster et al., 2006). In our
analysis, E. suberosum and E. tortuosum presented the lowest total inaccuracy values,
followed by E. campestre and E. deciduum. Hence, it can be assumed that reciprocity is
higher in E. suberosum and E. tortuosum than E. campestre and E. deciduum, which was
supported by the herkogamy comparisons between morphs (e.g., E. suberosum and E.
tortuosum were the only species with similar herkogamy in L- and S-flowers). High organs
(L-stigmas and S-anthers) in E. campestre, E. suberosum and E. tortuosum displayed larger

inaccuracy values than low organs (S-stigmas and L-anthers), but the contribution to
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inaccuracy from the two anther level of L-flowers differed substantially, with lower anthers
contributing more to inaccuracy than upper anthers. In contrast, low organs in E. deciduum
contributed more to inaccuracy, which appeared to be caused by the upper L-anthers. With the
exception of E. deciduum, the results obtained seem to indicate that reciprocity in
Erythroxylum is generally larger in low organs. These findings agree with those reported in
species of Primula L. (Primulaceae) and Pulmonaria L. (Boraginaceae), where the largest
contribution to inaccuracy was generated by high organs, being attributed to developmental
variation, which is often greater in large organs (Armbruster et al., 2017; Jacquemyn et al.,
2018). Developmental variation in reciprocity can also be influenced by floral development,
particularly in species with long floral tubes and epipetalous anthers (Thompson and
Dommeée, 2000; Faivre and McDade, 2001; Santos-Gally et al., 2015; Sa et al., 2016).
However, Erythroxylum species present open and relatively small corolla, with filaments only
fused at the base of the ovary and not to the corolla, which probably has little developmental
effects.

While evolutionary models predict a close matching between reciprocal anthers and
stigmas (Darwin, 1877; Charlesworth and Charlesworth, 1979; Lloyd and Webb 1992a), the
data presented here adds additional evidence that heterostylous species often depart from
theoretical expectations of high reciprocity (Richards and Koptur, 1993; Pailler and
Thompson, 1997; Thompson and Dommeée, 2000; Faivre and McDade, 2001; Keller et al.,
2012; Sa et al., 2016; Armbruster et al., 2017; Jacquemyn et al., 2018). In Erythroxylum,
variations of inaccuracy in reciprocity could lead to different levels of assortative and
disassortative pollen transfer (Richards and Koptur, 1993; Thompson and Dommée, 2000;
Kalman et al., 2007; Ferrero et al., 2011b; Keller et al., 2012, 2014; Zhou et al., 2015;
Jacquemyn et al., 2018). It is worth noting that inaccuracy values of the high and low
reciprocal organs reported in our study were generally higher than those reported in Primula
and Pulmonaria (Armbruster et al., 2017; Jacquemyn et al., 2018). It is also worth noting that
a close matching between reciprocal anthers and stigmas is not a necessary condition to
promote disassortative mating and maintain 1:1 morph ratio. For example, style dimorphic
Narcissus species, which present two anther levels and narrow flower tubes, maintain high
rates of disassortative mating despite the low reciprocity between anthers and stigmas (Barrett
etal., 1997; Cesaro and Thompson, 2004; Cesaro et al., 2004; Simon-Porcar et al., 2015),
which appears to be caused by pollinator behavior and fit (Pérez-Barrales and Arroyo, 2010;

Simon-Porcar et al., 2014). Erythroxylum species present relatively open corollas, and petals
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include a nectariferous ligule appendage at the base that together form a small tube, inside
which lower organs (S-stigmas and L-anthers) are included (Fig. 1). Pollination is often
generalized (Dominguez et al., 1997; Barros, 1998) and, in the study species, insects visit
flowers sideward to collect nectar, fitting closely with the flower tube. Hence, nectar seeking
insects are more likely to contact low organs than high organs, which appear loosely exposed
(R. Matias, personal observation). For example, in E. campestre, S-stigmas received more
legitimate pollen than L-stigmas (J. Ribeiro, unpublished data). We acknowledge that our
approach to investigate heterostyly in Erythroxylum is purely morphological and the
implications of the variation in reciprocity of high and low organs must be interpreted
carefully. Future studies should incorporate a functional and comparative perspective to really
understand the implications of inaccuracy in reciprocity in Erythroxylum species for
disassortative pollen transfer, including the contribution of the two anther levels in L-flowers
(Jacquemyn et al., 2018). This will help to validate whether selection operates to increase
reciprocity (Lloyd and Webb, 1992a, b), and the level of maladaptation of high and low

reciprocal organs (Armbruster et al., 2017; Jacquemyn et al., 2018).

As expected for heterostylous species, the size and the number of pollen produced
differed between morphs (Ganders, 1979b; Dessein et al., 2005). S-anthers generally
presented larger pollen grains with lower pollen production compared to L-anthers. Also,
there was variation in pollen properties for the two anther levels within the L-morph.
Specifically, upper anthers in E. suberosum produced on average larger pollen grains (within
the range of pollen grains produced by S-flowers) than lower anthers, and in all species lower
anthers produced on average more pollen than upper anthers. Other Erythroxylum species also
present dimorphism in the size and number of pollen grains produced between morphs
(Ganders, 1979a; Pailler et al., 1998; Bianchi et al., 2000), and within morph as reported in E.
coca Lam. and E. microphyllum A. St.-Hil. (Ganders, 1979a; Bianchi et al., 2000). These
variations may reflect a genetic control of resource allocation, with ‘fewer, larger’ or ‘more,
smaller’ pollen grains in S- and L-flowers, respectively (Sarkissian and Harder, 2001). Anther
size did not appear to differ between morph (R. Matias, personal observation), and any
difference in pollen grain size would affect the quantity of pollen produced. The production of
larger pollen grains in S-anthers has been interpreted as a mechanism to provide with more
resources for pollen tubes to grow in long L-morph styles (Darwin, 1877; Ganders, 1979b).
Many distylous species also present dimorphism in the stigmatic papillae. Specifically,

stigmas of S- and L-flowers commonly present small and large stigmatic papillae,
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respectively, that appears to interact better with the corresponding small pollen from L-
anthers and large pollen from S-anthers (Dulberger, 1975; Costa et al., 2017). More studies
are needed in Erythroxylum to characterize the variation in pollen and in stigmatic papillae to

understand its significance for the fertility of the floral morphs.

In this study, we described the sources of variation in the distylous morphological
syndrome in Erythroxylum species and populations. Despite these variations, we conclude
that the most important morphological features of typical distylous seem to be conserved
especially in E. deciduum, E. suberosum and E. tortuosum. Typical distyly is also present in
E. campestre, as provided by the differences in floral morphology and pollen characteristics
between morphs; however, variations in morph ratio and the loss of incompatibility system
(Barros, 1998; R. Matias, unpublished data) may indicate failure in the function of the
polymorphism. Although we registered isoplethy in some populations of E. campestre, the
majority presented deviations in morph ratio, and even a monomorphic population was
registered. Monomorphism might be a derived condition, as reported in other groups at the
level of species and population (Mast et al., 2006; Zhou et al., 2012; Ruiz-Martin et al., 2018).
However, a robust molecular phylogeny, not yet available for Erythroxylum, is necessary to
verify if the variations found at the level of populations and species fit the transitions
proposed by evolutionary models of heterostyly (Charlesworth and Charlesworth, 1979;
Lloyd and Webb, 19923, b). The findings in the present study suggest that Erythroxylum
constitutes an excellent model system to further investigate the ecological and adaptive
significance of reciprocity and the function of heterostyly. These will bring insights to
understand the ecological and genetic factors for the origin, maintenance and loss of

heterostyly.

LITERATURE CITED

Armbruster, W.S., R. Pérez-Barrales, J. Arroyo, M.E. Edwards, and P. Vargas. 2006. Three-
dimensional reciprocity of floral morphs in wild flax (Linum suffruticosum): a new twist on
heterostyly. New Phytologist 171: 581-590.

Armbruster, W.S., T.F. Hansen, C. Pélabon, R. Pérez-Barrales, and J. Maad. 2009. The
adaptive accuracy of flowers: measurement and microevolutionary patterns. Annals of
Botany 103: 1529-1545.



30

Armbruster, W.S., G.H. Bolstad, T.F. Hansen, B. Keller, E. Conti, and C. Pélabon. 2017. The
measure and mismeasure of reciprocity in heterostylous flowers. New Phytologist
215: 906-917.

Arroyo, J., and S.C.H. Barrett. 2000. Discovery of distyly in Narcissus (Amaryllidaceae).
American Journal of Botany 87: 748-751.

Arroyo, J., S.C.H. Barrett, R. Hidalgo, and W.W. Cole. 2002. Evolutionary maintenance of
stigma-height dimorphism in Narcissus papyraceus (Amaryllidaceae). American Journal
of Botany 89: 1242-1249.

Arroyo, M.T.K., and M. Cabrera. 1978. Preliminary sef-incompatibility tests for some
tropical cloud forest species in Venezuela. Incompatibility Newsletter 8: 72—76.

Baena-Diaz, F., J. Fornoni, P. Sosenski, S.G. Weller, and C.A. Dominguez. 2017. Pollen and
stigma size changes during the transition from tristyly to distyly in Oxalis alpina
(Oxalidaceae). Plant Biology 19: 994-1002.

Bahadur, B. 1978. How many tristylous taxa? Incompatibility Newsletter 9: 94-104.

Baker, A.M., J.D. Thompson, and S.C.H. Barrett. 2000. Evolution and maintenance of
stigma-height dimorphism in Narcissus. I. Floral variation and style-morph ratios. Heredity
84: 502-513.

Barrett, S.C.H. 2002. The evolution of plant sexual diversity. Nature Reviews Genetics 3:
274-284.

Barrett, S.C.H., and H.J. Richards. 1990. Heterostyly in tropical plants. Memoirs of the New
York Botanical Garden 55: 35-61.

Barrett, S.C.H., W.W. Cole, J. Arroyo, M.B. Cruzan, and D.G. Lloyd. 1997. Sexual
polymorphisms in Narcissus triandrus (Amaryllidaceae): is this species
tristylous? Heredity 78: 135-145.

Barrett, S.C.H., and K.A. Hodgins. 2006. Floral design and the evolution of asymmetrical
mating. In L.D. Harder, and S.C.H. Barrett [eds.], Ecology and evolution of flowers, 239—
255. Oxford University Press, Oxford, UK.



31

Barrett, S.C.H., and J.S. Shore. 2008. New Insights on Heterostyly: Comparative Biology,
Ecology and Genetics. In V.E. Franklin-Tong [ed.], Self-incompatibility in flowering

plants-evolution, diversity, and mechanisms, 3-32. Springer-Verlag, Berlin, Germany.

Barros, M.G. 1998. Sistemas de polinizacdo em espécies simpatricas de Erythroxylum P. Br.

(Erythroxylaceae) do Brasil. Brazilian Journal of Botany 21: 159-166.

Bates, D., M. Maechler, B. Bolcher, and S. Walker. 2015. Fitting linear mixed-effects models
using Ime4. Journal of Statistical Software 67: 1-48.

Berry, P.E., H. Tobe, and J.A. Gomez. 1991. Agamospermy and the loss of distyly in
Erythroxylum undulatum (Erythroxylaceae) from northern Venezuela. American Journal of
Botany 78: 595-600.

Bianchi, M.B., P.E. Gibbs, D.E. Prado, and J.L. Vesprini. 2000. Studies on the breeding
systems of understorey species of a Chaco woodland in NE Argentina. Flora 195: 339—
348.

Brys, R., H. Jacquemyn, and T. Beeckman. 2008. Morph-ratio variation, population size and
female reproductive success in distylous Pulmonaria officinalis (Boraginaceae). Journal of
Evolutionary Biology 21: 1281-1289.

Burck, W. 1895. Over de eigenaardige heterostylie der bloemen van Erythroxylon.
Nederlandsch Kruidkundzg Archief 6: 254—262.

Cesaro, A.C., S.C.H. Barrett, S. Maurice, B.E. Vaissiere, and J.D. Thompson. 2004. An
experimental evaluation of self-interference in Narcissus assoanus: functional and

evolutionary implications. Journal of Evolutionary Biology 17: 1367-1376.

Cesaro, A.C., and J.D. Thompson. 2004. Darwin’s cross-promotion hypothesis and the
evolution of stylar polymorphism. Ecology Letters 7: 1209-1215.

Charlesworth, B., and D. Charlesworth. 1979. The maintenance and breakdown of distyly.
The American Naturalist 114: 499-513.

Consolaro, H., S.C.S Silva, and P.E. Oliveira. 2011. Breakdown of distyly and pin-
monomorphism in Psychotria carthagenensis Jacg. (Rubiaceae). Plant Species Biology 26:
24-32.



32

Costa, J., S. Castro, J. Loureiro, and S.C.H. Barrett. 2017. Experimental insights on the
function of ancillary pollen and stigma polymorphisms in plants with heteromorphic
incompatibility. Evolution 71: 121-134.

Daly, D. 2004. Erythroxylaceae. In N. Smith, S.A. Mori, A. Henderson, D.W. Stevenson, and
S.V. Heald [eds.], Flowering plants of the Neotropics, 143-145. Princeton University
Press, Princeton, USA.

Darwin, C. 1877. The Different Form of Flowers of the Same Species. John Murray, London,
UK.

Dessein, S., H. Ochoterena, P. De Block, F. Lens, E. Robbrecht, P. Schols, E. Smets, et al.
2005. Palynological characters and their phylogenetic signal in Rubiaceae. The Botanical
Review 71: 354-414.

Dominguez, C.A., G. Avila-Sakar, S. Vizquez-Santana, and J. Mairquez-Guzmain. 1997.
Morph-biased male sterility in the tropical distylous shrub Erythroxylum havanense

(Erythroxylaceae). American Journal of Botany 84: 626-632.

Dulberger, R. 1973. Distyly in Linum pubescens and L. mucronatum. Botanical Journal of the
Linnean Society 66: 117-126.

Dulberger, R. 1975. Intermorph structural differences between stigmatic papillae and pollen
grains in relation to incompatibility in Plumbaginaceae. Proceedings of the Royal Society
of London B: Biological Sciences 188: 257-274.

Dulberger, R. 1992. Floral polymorphisms and their functional significance in the
heterostylous syndrome. In S.C.H. Barrett [ed.], Evolution and function of heterostyly, 41—
84. Springer, Berlin, Germany.

Faivre, A.E., and L.A. McDade. 2001. Population-level variation in the expression of
heterostyly in three species of Rubiaceae: does reciprocal placement of anthers and stigmas
characterize heterostyly? American Journal of Botany 88: 841-853.

Ferrero, V., J. Arroyo, P. Vargas, J.D. Thompson, and L. Navarro. 2009. Evolutionary
transitions of style polymorphisms in Lithodora (Boraginaceae). Perspectives in Plant

Ecology, Evolution and Systematics 11: 111-125.



33

Ferrero, V., I. Chapela, J. Arroyo, and L. Navarro. 2011a. Reciprocal style polymorphisms are
not easily categorised: the case of heterostyly in Lithodora and Glandora (Boraginaceae).
Plant Biology 13: 7-18.

Ferrero, V., S. Castro, J.M. Sanchez, and L. Navarro. 2011b. Stigma-anther reciprocity,
pollinators, and pollen transfer efficiency in populations of heterostylous species of

Lithodora and Glandora (Boraginaceae). Plant Systematics and Evolution 291: 267-276.

Ferrero, V., S.C.H. Barrett, D. Rojas, J. Arroyo, and L. Navarro. 2017. Associations between
sex-organ deployment and morph bias in related heterostylous taxa with different stylar
polymorphisms. American Journal of Botany 104: 1-12.

Fox, J. 2015. Applied regression analysis and generalized linear models, 3nd ed. Sage,
London, UK.

Ganders, F.R. 1979a. Heterostyly in Erythroxylum coca (Erythroxylaceae). Botanical Journal
of the Linnean Society 78: 11-20.

Ganders, F.R. 1979b. The biology of heterostyly. New Zealand Journal of Botany 17: 607—
635.

Graham, S.W, and S.C.H. Barrett. 2004. Phylogenetic reconstruction of the evolution of stylar
polymorphisms in Narcissus (Amaryllidaceae). American Journal of Botany 91: 1007—
1021.

Hodgins, K.A., and S.C.H. Barrett. 2008. Asymmetrical mating patterns and the evolution of
biased style-morph ratios in a tristylous daffodil. Genetics Research 90: 3-15.

Hothorn, T., F. Bretz, and P. Westfall. 2008. Simultaneous inference in general parametric
models. Biometrical Journal 50: 346-363.

Jacquemyn, H., M. Gielen, and R. Brys. 2018. Is sexual organ reciprocity related to legitimate

pollen deposition in distylous Pulmonaria (Boraginaceae)? Oikos “In press”.

Kélman, K., A. Medvegy, Z. Pénzes, and E. Mihalik. 2007. Morph-specific variation of floral
traits associated with reciprocal herkogamy in natural populations of Primula vulgaris and

Primula veris. Plant Systematics and Evolution 268: 15-27.



34

Keller, B., J.M. de Vos, and E. Conti. 2012. Decrease of sexual organ reciprocity between
heterostylous primrose species, with possible functional and evolutionary implications.
Annals of Botany 110: 1233-1244.

Keller, B., J.D. Thomson, and E. Conti. 2014. Heterostyly promotes disassortative pollination
and reduces sexual interference in Darwin’s primroses: evidence from experimental

studies. Functional Ecology 28: 1413-1425.

Lloyd, D.G., and C.J. Webb. 1992a. The evolution of heterostyly. In S.C.H. Barrett [ed.],
Evolution and function of heterostyly, 151-178. Springer, Berlin, Germany.

Lloyd, D.G., and C.J. Webb. 1992h. The selection of heterostyly. In S.C.H. Barrett [ed.],
Evolution and function of heterostyly, 179-207. Springer, Berlin, Germany.

Loiola, M.1.B., M.F. Agra, G.S. Baracho, and R.T. Queiroz. 2007. Flora da Paraiba, Brasil:
Erythroxylaceae Kunth. Acta Botanica Brasilica 21: 473-487.

Mast, A.R., S. Kelso, and E. Conti. 2006. Are any primroses (Primula) primitively
monomorphic? New Phytologist 171: 605-616.

McDill, J., M. Repplinger, B.B. Simpson, and J.W. Kadereit. 2009. The Phylogeny of Linum
and Linaceae Subfamily Linoideae, with Implications for Their Systematics,

Biogeography, and Evolution of Heterostyly. Systematic Botany 34: 386—405.

Pailler, T., and J.D. Thompson. 1997. Distyly and variation in heteromorphic incompatibility
in Gaertnera vaginata (Rubiaceae) endemic to La Reunion Island. American Journal of
Botany 84: 315-327.

Pailler, T., L. Humeau, and J.D. Thompson. 1998. Distyly and heteromorphic incompatibility
in oceanic island species of Erythroxylum (Erythroxylaceae). Plant Systematics and
Evolution 213: 187-198.

Pannell, J.R., M.E. Dorken, and S.M. Eppley. 2005. ‘Haldane’s Sieve’ in a metapopulation:
sifting through plant reproductive polymorphisms. Trends in Ecology & Evolution 20:
374-3709.

Payens, J.P.D.W. 1958. Erythroxylaceae. Flora Malesiana 5: 543-552.



35

Pérez-Barrales, R., P. Vargas, and J. Arroyo. 2006. New evidence for the Darwinian
hypothesis of heterostyly: breeding systems and pollinators in Narcissus sect. Apodanthi.
New Phytologist 171: 553-567.

Pérez-Barrales, R., and J. Arroyo. 2010. Pollinator shifts and the loss of style polymorphism
in Narcissus papyraceus (Amaryllidaceae). Journal of Evolutionary Biology 23: 1117-
1128.

Plowman, T., and N. Hensold. 2004. Names, types and distribution of neotropical species of
Erythroxylum (Erythroxylaceae). Brittonia 56: 1-53.

R Core Team. 2017. R: A language and environment for statistical computing. R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria. Website http://www.R-project.org

Rasband, W.S. 2011. Image J, version 1.45s. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA.

Richards, J.H, and S. Koptur. 1993. Floral Variation and distyly in Guettarda scraba
(Rubiaceae). American Journal of Botany 80: 31-40.

Ruiz-Martin, J., R. Santos-Gally, M. Escudero, J.J. Midgley, R. Pérez-Barrales, and J. Arroyo.
2018. Style polymorphism in Linum (Linaceae): a case of Mediterranean parallel
evolution? Plant Biology 20: 100-111.

S4, T., M.T. Furtado, V. Ferrero, R. Pérez-Barrales, E.B. Rodrigues, 1.G. Santos, and H.
Consolaro. 2016. Floral biology, reciprocal herkogamy and breeding system in four
Psychotria species (Rubiaceae) in Brazil. Botanical Journal of the Linnean Society 182:
689-707.

Santos-Gally, R., A. Gonzalez-Voyer, and J. Arroyo. 2013. Deconstructing heterostyly: the
evolutionary role of incompatibility system, pollinators, and floral architecture. Evolution
67: 2072-2082.

Santos-Gally, R., A. de Castro, R. Pérez-Barrales, and J. Arroyo. 2015. Stylar polymorphism
on the edge: unusual flower traits in Moroccan Narcissus broussonetii (Amaryllidaceae).
Botanical Journal of the Linnean Society 177: 644-656.

Sarkissian, T.S., and L.D. Harder. 2001. Direct and indirect responses to selection on pollen

size in Brassica rapa L. Journal of Evolutionary Biology 14: 456-468.



36

Silva, L., C.L. Fernandes, E. Simdo, and A.T. Nakamura. 2016. Development of anthers and
pollen in Brazilian heterostylic species of Erythroxylum (Erythroxylaceae): an ecological
approach. Parkistan Journal of Botany 48: 2047-2055.

Silva, F.J.T., M.R.M. Schwade, and A.C. Webber. 2007. Fenologia, biologia floral e
polinizacdo de Erythroxylum cf macrophyllum (Erythroxylaceae), na Amazo6nia Central.

Revista Brasileira de Biociéncias 5: 186—188.

Simoén-Porcar, V.1., R. Santos-Gally, and J. Arroyo. 2014. Long-tongued insects promote
disassortative pollen transfer in style-dimorphic Narcissus papyraceus
(Amaryllidaceae). Journal of Ecology 102: 116-125.

Simén-Porcar, V.1, T.R. Meagher, and J. Arroyo. 2015 Disassortative mating prevails in
style-dimorphic Narcissus papyraceus despite low reciprocity and compatibility of
morphs. Evolution 69: 2276-2288.

Stevens, P.F. 2001 onward. Angiosperm phylogeny website, version 14, June 2007 [more or
less continuously updated]. Website http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/
[accessed 20 June 2018].

Thompson, J.D., and B. Dommée. 2000. Morph-specific patterns of variation in stigma height

in natural populations of distylous Jasminum fruticans. New Phytologist 148: 303-314.

Thompson, J.D., S.C.H. Barrett, and A.M. Baker. 2003. Frequency-dependent variation in
reproductive success in Narcissus: implications for the maintenance of stigma-height
dimorphism. Proceedings of the Royal Society of London B: Biological Sciences 270: 949-
953.

Weller, S.G., C.A. Dominguez, F.E. Molina-Freaner, J. Fornoni, and G. LeBuhn. 2007. The
evolution of distyly from tristyly in populations of Oxalis alpina (Oxalidaceae) in the Sky
Islands of the Sonoran Desert. American Journal of Botany 94: 972-985.

Wu, L.-Y., F.-F. Chang, S.-J. Liu, W.S. Armbruster, and S.-Q. Huang. 2018. Heterostyly
promotes compatible pollination in buckwheats: Comparations of intraflower, intraplant,
and interplant pollen flow in distylous and homostylous Fagopyrum. American Journal of
Botany 105: 108-116.



37

Zhou, W., S.C.H. Barrett, H. Wang, and D.-Z. Li. 2012. Loss of floral polymorphism in
heterostylous Luculia pinceana (Rubiaceae): a molecular phylogeographic perspective.
Molecular Ecology 21: 4631-4645.

Zhou, W., S.C.H. Barrett, H. Wang, and D.-Z. Li. 2015. Reciprocal herkogamy promotes
disassortative mating in a distylous species with intramorph compatibility. New Phytologist
206: 1503-1512.

Zhou, W., S.C.H. Barrett, H.-D. Li, Z.-K. Wu, X.-J. Wang, H. Wang, and D.-Z. Li. 2017.
Phylogeographic insights on the evolutionary breakdown of heterostyly. New Phytologist
214: 1368-1380.



38

FIGURE 1. Flowers of Erythroxylum studied in the Cerrado of Central Brazil, showing L-
and S-morph of E. campestre (A, B), E. deciduum (C, D), E. suberosum (E, F) and E.
tortuosum (G, H).

High anthers height (A) High stigmas height (S)

Low stigmas height (s) Upper anthers height (aA)

— |

FIGURE 2. Schematic representation of the relative position of stigmas and anthers in S- and

_.J.Lower anthers height (aa)

S-morph L-morph

L-flowers of Erythroxylum species studied and the flower traits measured. Letters in
parentheses correspond to the initials used for each type of organ in the analysis of
reciprocity. For clarity, only four of 10 stamens per flower are drawn (two per whorl).
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FIGURE 3. Geographic distribution and variation in morph ratio in populations of four
Erythroxylum species studied in 11 Cerrado areas of Central Brazil. Black and gray segments
indicate the proportions of the L- and S-morph, respectively. Numbers correspond to the code
of each area: 1 - Parque Nacional; 2 - APA do Paranod; 3 - RECOR; 4 - Pasto do Pedrinho; 5
- Fazenda Pé do Morro; 6 - Pires Belo; 7 - PESCAN; 8 - Clube Caca & Pesca Itororo; 9 -

Estacdo Ecologica do Panga; 10 - Ribeirdo dos Infernos; 11 - Pedra da Baleia.
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FIGURE 4. Variation in anthers (¢: S-morph anthers and lower L-morph anthers; A : upper
L-morph anthers) and stigmas height (o) in flowers of different populations of Erythroxylum
campestre and E. deciduum in the Cerrado of Central Brazil. Flowers are arranged in order of
increasing stigmas height to illustrate the reciprocity between corresponding sexual organs.
Sampled area of each population are showed in parenthesis.
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FIGURE 5. Variation in anthers (¢: S-morph anthers and lower L-morph anthers; A : upper
L-morph anthers) and stigmas height (o) in flowers of different populations of Erythroxylum
suberosum and E. tortuosum in the Cerrado of Central Brazil. Flowers are arranged in order
of increasing stigmas height to illustrate the reciprocity between corresponding sexual organs.

Sampled area of each population are showed in parenthesis.
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TABLE 1. Morph ratio and chi-square test to identify departure from isoplethy (1:1) in

populations of four Erythroxylum species in the Cerrado of Central Brazil.

Number of plants

Characterization

; i 2
Species/Locality (S:L-morph) af X of populations
Erythroxylum campestre

2 40 (21:19) 1 0.03 0.874 Isoplethy

3 56 (17:39) 1 7.88 <0.001 Anisoplethy (1L)

5 39 (21:18) 1 0.10 0.749 Isoplethy

6 39 (32:7) 1 1477 <0.001 Anisoplethy (1S)

7 37 (1:36) 1 31.24 <0.001 Anisoplethy (1L)

9 39 (19:20) 1 0.00 1.000 Isoplethy

10 43 (43:0) 1 41.02 <0.001 Monomorphic

11 41 (39:2) 1 3161 <0.001 Anisoplethy (1S)
Erythroxylum deciduum

4 41 (18:23) 1 0.39 0.532 Isoplethy

5 40 (18:22) 1 0.23 0.635 Isoplethy

7 39 (15:24) 1 1.64 0.200 Isoplethy

8 34 (13:21) 1 1.44 0.230 Isoplethy
Erythroxylum suberosum

1 32 (12:20) 1 1.53 0.216 Isoplethy

2 34 (14:20) 1 0.74 0.391 Isoplethy

3 48 (22:26) 1 0.19 0.665 Isoplethy

5 40 (26:14) 1 3.03 0.082 Isoplethy

7 42 (21:21) 1 0.00 1.000 Isoplethy

8 35 (16:19) 1 0.11 0.735 Isoplethy

9 30 (7:23) 1 7.50 0.006  Anisoplethy (L)

11 72 (40:32) 1 0.68 0.409 Isoplethy
Erythroxylum tortuosum

1 42 (27:15) 1 2.88 0.090 Isoplethy

3 49 (23:26) 1 0.08 0.775 Isoplethy

4 31 (9:22) 1 4.65 0.031  Anisoplethy (1L)

5 39 (22:17) 1 0.41 0.522 Isoplethy

9 37 (22:15) 1 0.97 0.324 Isoplethy

11 42 (19:23) 1 0.21 0.643 Isoplethy
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TABLE 2. Flower morphometrics of four Erythroxylum species: sample size for the two floral morphs, mean (x variance) of the height of each organ type, average organ

height across all organ types, mean (z variance) of upper and lower anthers in the L-morph, and mean (£ standard deviation) of anther-stigma separation (using the upper

anther in the case of L-flowers) in the two floral morphs. The morphometrics values are expressed in millimeters.

. . Average Two sets of low anthers in L-morph Stigma-anther separation
Species/Locality " L- ns- High High Low Low organ Upper anthers Lower anthers
morph  morph  stigmas S anthers A stigmas s anthers a height aA aa S-morph (s-A)  L-morph (S-aA)
Erythroxylum campestre
2 18 17 3.11(0.52) 3.25(0.54) 1.47(0.20) 0.88(0.11) 2.18 1.11 (0.10) 0.64 (0.02) —1.78 (0.45) 2.00 (0.53)
3 58 25 2.49(0.22) 2.13(0.10) 1.40(0.03) 0.84 (0.08) 1.72 1.06 (0.04) 0.62 (0.02) —-0.73 (0.36) 1.43 (0.43)
5 36 36 3.50(0.34) 2.99(0.09) 1.44(0.02) 1.06(0.12) 2.24 1.31 (0.08) 0.81 (0.03) —1.55(0.29) 2.19 (0.45)
6 12 62 3.10(0.14) 3.51(0.13) 1.65(0.05) 1.01(0.12) 231 1.25 (0.07) 0.76 (0.04) —1.86 (0.42) 1.84 (0.31)
7 42 2 2.40(0.57) 1.95(0.01) 1.02(0.04) 0.84(0.15) 1.55 1.13 (0.09) 0.55 (0.05) —-0.93(0.19) 1.27 (0.61)
9 28 30 3.73(0.51) 3.90(0.16) 1.79(0.05) 1.12(0.25) 2.63 1.47 (0.18) 0.76 (0.07) —2.11(0.35) 2.26 (0.48)
10 0 19 - 3.47 (0.45) 1.77 (0.10) - 2.62 - - -1.71(0.41) -
11 1 33 2.61 2.23(0.12) 1.17(0.02) 1.02(0.11) 1.76 1.26 0.78 —1.05 (0.30) 1.35
Average 2.99 (0.38) 2.93(0.20) 1.46(0.06) 0.97(0.13) 2.13 1.23 (0.09) 0.70 (0.04) —1.57(0.57) 1.73 (0.63)
Erythroxylum deciduum
4 40 30 3.58(0.18) 4.21(0.61) 1.51(0.08) 2.61(1.27) 2.98 3.64 (0.27) 1.58 (0.13) —2.70(0.73) —0.06 (0.64)
5 44 39 3.77(0.30) 3.85(0.17) 1.49(0.06) 2.84(1.47) 2.98 3.87 (0.62) 1.80 (0.16) —2.36 (0.38) —0.11 (0.78)
7 39 30 3.73(0.19) 4.22(0.53) 1.43(0.09) 2.57(1.21) 2.99 3.61(0.17) 1.52 (0.04) —2.78 (0.62) 0.12 (0.53)
8 33 30 3.54(0.21) 3.80(0.51) 1.49(0.05) 2.62(0.99) 2.86 3.52 (0.17) 1.72 (0.16) —2.32(0.64) 0.01 (0.46)
Average 3.66 (0.22) 4.02(0.46) 1.48(0.07) 2.66 (1.24) 2.95 3.66 (0.31) 1.66 (0.12) —2.53(0.62) —0.01 (0.63)
Erythroxylum suberosum
1 25 6 429(0.31) 4.35(0.11) 2.12(0.03) 1.51(0.35) 3.07 2.03(0.12) 1.00 (0.06) —2.22(0.38) 2.26 (0.60)
2 30 20 453(0.29) 4.47(0.37) 2.03(0.04) 1.59(0.66) 3.15 2.18 (0.46) 1.00 (0.16) —2.44 (0.58) 2.36 (0.73)
3 45 38 457 (0.58) 4.48(0.26) 2.16 (0.07) 1.73(0.54) 3.23 2.31(0.32) 1.16 (0.09) —2.31(0.52) 2.26 (0.62)
5 18 38 4.88(0.56) 4.81(0.51) 2.26 (0.10) 2.06 (0.54) 3.50 2.65(0.21) 1.46 (0.15) —2.56 (0.59) 2.23(0.61)
7 29 31 5.83(0.53) 4.95(0.52) 2.28(0.06) 2.30(0.70) 3.84 2.99 (0.32) 1.61 (0.12) —2.67(0.70) 2.84 (0.64)
8 49 39 490 (0.19) 4.54(0.22) 2.07(0.05) 1.82(0.38) 3.33 2.36 (0.11) 1.27 (0.06) —2.47 (0.45) 2.53 (0.52)
9 40 14 5.14 (0.27) 4.30(0.81) 2.05(0.05) 2.04 (0.45) 3.38 2.60 (0.18) 1.47 (0.07) —2.25(0.89) 2.53 (0.46)
11 27 55 419 (0.41) 3.71(0.29) 1.75(0.06) 1.38(0.34) 2.76 1.85 (0.15) 0.91 (0.08) —1.96 (0.51) 2.34 (0.57)
Average 479 (0.39) 4.45(0.39) 2.09 (0.06) 1.80(0.50) 3.28 2.37(0.23) 1.24 (0.10) —2.35(0.62) 2.43 (0.61)
Erythroxylum tortuosum
1 15 47 391(0.32) 3.91(0.27) 1.61(0.06) 1.27(0.44) 2.67 1.85 (0.16) 0.69 (0.03) —2.30(0.56) 2.06 (0.39)
3 42 37 3.87(0.34) 3.99(0.36) 1.61(0.04) 1.28(0.40) 2.69 1.80 (0.21) 0.76 (0.03) —2.36 (0.53) 2.07 (0.59)
4 36 19 3.88(0.30) 3.51(0.10) 1.49(0.05) 1.13(0.31) 2.50 1.60 (0.13) 0.65 (0.03) —2.01(0.43) 2.28 (0.52)
5 42 50 4.48(0.27) 4.12(0.33) 1.64(0.05) 1.40(0.34) 291 1.92 (0.09) 0.88 (0.04) —2.48(0.47) 2.55 (0.47)
9 31 47 464 (0.22) 4.18(0.44) 1.64(0.10) 1.50(0.60) 2.99 2.21(0.13) 0.79 (0.05) —2.54(0.48) 2.43 (0.64)
11 45 15 3.70 (0.31) 3.40(0.42) 1.49(0.05) 1.01(0.15) 2.40 1.34 (0.07) 0.69 (0.02) —1.91(0.65) 2.36 (0.65)
Average 4.08(0.29) 3.85(0.32) 1.58(0.06) 1.27(0.37) 2.69 1.79 (0.13) 0.74 (0.03) —2.36 (0.54) 2.32 (0.59)
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TABLE 3. Results of the analysis of variance for the comparisons between floral morphs and

populations of stigma height, anther height and herkogamy for the Erythroxylum species

studied. High anther height corresponds to the comparison between S-morph anthers and

upper L-morph anthers. Low anther height corresponds to the comparison between S-morph

anthers and lower L-morph anthers.

Stigma-anther

Source of variation Stigma height High anther height Low anther height separation
df F P F P F P F P
Erythroxylum campestre
Morph 1 5897 <0.001 1644.6 <0.001 3310.7 <0.001 114  <0.001
Population 4 26.3 <0.001 473 <0.001 451 <0.001 46.8 <0.001
Morph * Population 4 8.8 <0.001 224  <0.001 385 <0.001 5.3 <0.001
Erythroxylum deciduum
Morph 1 10847 <0.001 149 <0.001 909.7 <0.001 8189 <0.001
Population 3 0.5 0.717 1.3 0.271 0.3 0.835 2.6 0.049
Morph * Population 3 0.4 0.762 2.6 0.051 5.8 <0.001 4.1 0.006
Erythroxylum suberosum
Morph 1 21963 <0.001 903.6 <0.001 2941.0 <0.001 2.6 0.254
Population 6 19.8 <0.001 220 <0.001 227 <0.001 5.7 <0.001
Morph * Population 6 78 <0.001 1.0 0.424 25 0.022 1.8 0.087
Erythroxylum tortuosum
Morph 1 32313 <0.001 2087.7 <0.001 5996.7 <0.001 2.0 0.287
Population 5 99 <0.001 152 <0.001 7.1 <0.001 3.6 0.003
Morph * Population 5 85 <0.001 1.4 0.221 5.4 <0.001 4.9 <0.001
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TABLE 4. Estimates of inaccuracy of reciprocity in species and populations of Erythroxylum

in the Cerrado of Central Brazil (standardized inaccuracy in parentheses). The values of

inaccuracy were standardized by the average? height of all organ types of the population.

Total inaccuracy for each population (column 4) is the sum of the inaccuracy values of high

and low organs (columns 2 and 3). In columns 5 and 6 are shown inaccuracy (absolute value

in units of millimeters? and percentage standardized) of the low organs (S-stigmas and L-

anthers) considering separately the upper (aA) and lower (aa) L-morph anthers.

Species/Locality

Inaccuracy by organ type

Total inaccuracy

Inaccuracy of the low organs
considering the different height
of anthers in L-morph

High Low aA-s aa-s
Erythroxylum campestre
2 1.08 (22.81%) 0.66 (14.04%) 1.74 (36.85%)  0.43(9.08%) 0.90 (19.01%)
3 0.44 (15.07%) 0.42 (14.35%) 0.87 (29.42%)  0.18 (6.18%) 0.66 (22.51%)
5 0.69 (13.64%)  0.28 (5.49%) 0.96 (19.13%)  0.12 (2.29%)  0.44 (8.68%)
6 0.44 (8.24%) 0.58(10.93%) 1.03(19.17%)  0.28 (5.23%) 0.89 (16.61%)
7 0.77 (32.00%)  0.22 (9.16%) 0.99 (41.16%)  0.14 (5.67%) 0.30 (12.62%)
9 0.70 (10.02%) 0.75(10.86%)  1.45(20.89%)  0.33(4.82%) 1.17 (16.90%)
11 0.26 (8.55%)  0.15 (4.93%) 0.42 (13.48%)  0.02 (0.70%)  0.17 (5.52%)
Average 0.63 (15.76%)  0.44 (9.96%) 1.07 (25.73%)  0.21 (4.85%) 0.65 (14.55%)
Erythroxylum deciduum
4 1.20 (13.49%) 2.56 (28.88%)  3.76 (42.37%)  4.89 (55.12%) 0.21 (2.40%)
5 0.47 (5.32%) 3.35(37.62%) 3.82(42.94%) 6.37(71.52%) 0.32 (3.54%)
7 0.96 (10.74%) 2.58 (28.94%)  3.54 (39.67%) 4.99 (56.00%) 0.14 (1.59%)
8 0.79 (9.70%) 2.32(28.36%) 3.12(38.07%) 4.36(53.28%) 0.26 (3.20%)
Average 0.86 (9.81%) 2.70(30.95%)  3.56 (40.76%) 5.15(58.98%) 0.23 (2.68%)
Erythroxylum suberosum
1 0.42 (4.48%)  0.76 (8.05%) 1.18 (12.53%)  0.16 (1.74%) 1.34 (14.28%)
2 0.67 (6.71%)  0.89 (8.93%) 1.56 (15.64%)  0.52 (5.23%) 1.25(12.60%)
3 0.85(8.08%)  0.80 (7.61%) 1.64 (15.69%)  0.42 (4.00%) 1.17 (11.20%)
5 1.07 (8.70%)  0.68 (5.55%) 1.75 (14.25%)  0.47 (3.80%)  0.89 (7.22%)
7 1.81(12.30%)  0.76 (5.15%) 2.57 (17.46%)  0.88 (5.96%)  0.63 (4.28%)
8 0.54 (4.89%)  0.50 (4.50%) 1.04 (9.39%) 0.24 (2.20%)  0.75 (6.75%)
9 1.78 (15.62%)  0.50 (4.39%) 2.29(20.01%)  0.54 (4.74%)  0.46 (4.01%)
11 0.93 (12.23%)  0.53 (7.02%) 1.46 (19.25%)  0.22 (2.84%) 0.85 (11.15%)
Average 1.01(9.13%)  0.68 (6.40%) 1.69 (15.53%)  0.43(3.81%) 0.92 (8.94%)
Erythroxylum tortuosum
1 0.59 (8.20%)  0.61 (8.53%) 1.20 (16.73%)  0.28 (3.87%) 0.93 (12.97%)
3 0.71(9.80%)  0.55 (7.65%) 1.26 (17.45%)  0.29 (4.04%) 0.81(11.21%)
4 0.54 (8.68%)  0.50 (7.94%) 1.04 (16.61%)  0.20 (3.13%) 0.79 (12.68%)
5 0.73(8.61%)  0.45 (5.32%) 1.18 (13.93%)  0.23 (2.67%)  0.67 (7.91%)
9 0.86 (9.64%)  0.72 (8.04%) 1.58 (17.68%)  0.55(6.11%)  0.88 (9.81%)
11 0.82 (14.24%)  0.43 (7.40%) 1.25(21.64%)  0.14 (2.50%) 0.71 (12.28%)
Average 0.71(9.86%)  0.54 (7.48%) 1.25(17.34%)  0.28 (3.72%)  0.80 (11.14%)
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TABLE 5. Mean * standard deviation of pollen size and pollen production per anther in S-

and L-flower of the Erythroxylum species studied in the Cerrado of Central Brazil, including

the results of the analysis of variance to identify differences among anthers types. Number of

pollen grains measured, and flowers used to analyze pollen production are in parentheses. The

values with different superscript letters were significantly different from each other at the 0.05

level in post-hoc tests.

Anthers types
Pollen characteristics/Species L-morph L-morph df F P
S-morph
(upper anther) (lower anther)
Pollen size (um)
Erythroxylum campestre 39.85 + 3.60 (290)* 32.99 + 2.35 (140)® 33.64 +2.82 (150)* 2 42.1 <0.001
Erythroxylum deciduum 21.31+2.56 (100)* 18.57 +2.51 (100)> 18.08+2.94(99)°> 2 7.1 <0.001
Erythroxylum suberosum 26.17 +2.29 (100)® 24.60 +3.49 (100)® 21.87 £2.22 (100)* 2 47.1 <0.001
Erythroxylum tortuosum 31.46 +£2.18 (146) 24.90 + 1.75 (100)® 24.96 + 1.40 (100)* 2 74.8 <0.001
Pollen production
Erythroxylum campestre 109 + 41 (10)? 225 + 102 (10)° 306 £ 155 (10)° 2 10.8 <0.001
Erythroxylum deciduum 361 + 144 (10)? 530 £ 279 (10)2 864 +392 (10)° 2 12.7 <0.001
Erythroxylum suberosum 373 +£121 (10)® 507 + 228 (9)? 676 +£102 (9° 2 7.9 <0.001
Erythroxylum tortuosum 399 + 99 (10)? 635 + 147 (10)° 836 +171(10)° 2 22.6 <0.001

APPENDIX S1. Locations of the areas under study. DF= Federal District; GO= Goias; MG=

Minas Gerais.

Region and name of areas

Area code

Coordinates

Brasilia (DF) - Parque Nacional de Brasilia
Brasilia (DF) - APA do Paranoa

Brasilia (DF) - RECOR

Cataldo (GO) - Pasto do Pedrinho

Cataldo (GO) - Fazenda Pé do Morro

Cataldo (GO) - Pires Belo

Caldas Novas (GO) - PESCAN

Uberlandia (MG) - Clube Caca & Pesca Itorord
Uberlandia (MG) - Estacdo Ecologica do Panga
Diamantina (MG) - Ribeirdo dos Infernos
Diamantina (MG) - Pedra da Baleia
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15°43'S, 47°57'W
15°45'S, 47°51'W
15°56'S, 47°55'W
18°09'S, 47°56'W
18°06'S, 47°59'W
17°52'S, 47°42'W
17°46'S, 48°39'W
19°00'S, 48°18'W
19°10'S, 48°23'W
18°16'S, 43°32'W
18°24'S, 43°60'W
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Esterilidade masculina e sucesso reprodutivo feminino em espécies distilicas de

Erythroxylum (Erythroxylaceae): variacgdes espaciais e temporais
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RESUMO: Mutagdes de esterilidade masculina em espécies hermafroditas podem representar
0 primeiro passo na evolucdo da especializacdo sexual. Em espécies distilicas, caso a mutacéo
de esterilidade masculina ocorra em um morfo, tal mutacdao afetaria a funcao feminina do morfo
oposto, resultando em dioicia funcional. A esterilidade masculina parece ser uma caracteristica
comum em Erythroxylum e sugere-se que algumas espécies tenham passado por processos de
especializacao sexual. Neste estudo, foi analisado o nivel de esterilidade masculina e o sucesso
reprodutivo entre os diferentes morfos, anos e populacbes de quatro espécies distilicas de
Erythroxylum. A esterilidade masculina e o sucesso reprodutivo variaram entre populacdes da
mesma espécie e entre anos dentro da mesma populacdo. Erythroxylum campestre e E.
deciduum exibiram esterilidade masculina morfo-tendenciosa, com flores brevistilas mais
estéreis que as longistilas. Quando estas espécies tiveram variacao no sucesso reprodutivo entre
morfos, as plantas longistilas, normalmente, formaram mais frutos, sugerindo que a frutificacéo
de um morfo ndo ¢ influenciada pelo nivel de esterilidade masculina do morfo oposto. Em E.
suberosum e E. tortuosum, o nivel de esterilidade masculina ndo diferiu entre os morfos, e 0
sucesso reprodutivo, raramente, variou entre individuos brevistilos e longistilos. Nestas
circunstancias, espera-se que a distilia seja um sistema mais estavel. Os resultados deste estudo
mostram evidéncias adicionais de que algumas espécies de Erythroxylum podem exibir
esterilidade masculina morfo-tendenciosa sugerindo um processo de especializagdo sexual.
Existem um continuo de estagios evolutivos entre os sistemas sexuais e, desta forma, espera-se
que a esterilidade masculina parcial nos individuos brevistilos de E. campestre e E. deciduum

possa representar um passo inicial via ginodioicia.

PALAVRAS-CHAVE: Cerrado, dioicia, especializacdo sexual, ginodioicia, heterostilia,

limitacdo polinica, sistema de incompatibilidade, sistema sexual, viabilidade polinica.

INTRODUCAO

A maioria das angiospermas possuem flores exclusivamente hermafroditas, com
individuos transmitindo seus genes a progénie através de ambas as fungdes masculina e
feminina (Renner & Ricklefs 1995; Renner 2014). No entanto, algumas espécies tém o sexo
masculino e feminino separados entre os individuos (dioicia), e praticamente todas variacdes
entre estes sistemas sexuais sdo encontradas (Sabath et al. 2016). Devido ao alto grau de
variabilidade nos sistemas sexuais, as angiospermas fornecem um grupo ideal para realizar

analises evolutivas comparativas para compreender a evolugédo dos sistemas sexuais (Sabath et
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al. 2016). A evolucdo da especializacdo sexual é iniciada pelo aparecimento de uma mutacéo
que resulta na esterilidade parcial ou total de uma fungdo sexual em alguns individuos da
populacdo, seguidas de pressdes seletivas subsequentes (Schultz 1994; Dominguez 1995).
Geralmente, a esterilidade masculina é o primeiro passo na evolucao da unissexualidade floral,
exercendo um papel importante na evolugdo dos sistemas sexuais, como a ginodioicia e a
dioicia (Schultz 1994; Charlesworth 1999; Cuevas et al. 2005). Uma das principais pressoes
que favorece a especializacdo sexual inclui os beneficios de reduzir a autofecundacéo, que por
sua vez, deve diminuir a depressdo endogamica (Charlesworth & Charlesworth 1978; Bawa
1980; Thomson & Brunet 1990). Uma alocacéo diferencial de recursos para a funcdo masculina
ou feminina também pode favorecer a especializa¢do sexual (Thomson & Brunet 1990). Esta
condicdo é expressa principalmente quando os recursos sao limitados e existem processos
sexualmente selecionados, como competicdo entre machos e selecdo gametofitica (Arnold
1994; Willson 1994). Neste sentido, a alocagdo de recursos para um traco de histéria de vida
reduz o investimento em outro trago (Barrett 2002).

A evolucdo de varias formas de especializagdo sexual, incluindo ginodioicia e dioicia,
é documentada em varios grupos heterostilicos (e.g., Cordia L. (Boraginaceae), Opler et al.
1975; Lloyd 1979; Coussarea Aubl. e Chassalia Comm. ex Poir. (Rubiaceae), Beach & Bawa
1980; Pailler et al. 1998; Nymphoides Hill (Menyanthaceae), Barrett 1980). A heterostilia € um
polimorfismo floral em que as populac6es apresentam dois (distilia) ou trés (tristilia) morfos
hermafroditas (Barrett & Shore 2008). A distilia € comumente controlada por um modelo
simples de heranca mendeliana, de modo que um alelo dominante (S) e recessivo (s) segrega
como um Unico locus governando a manifestacdo do morfo longistila (ss) e brevistila (Ss). No
entanto, estudos primeiramente com Primula L. (Primulaceae) mostraram que a simples
heranca mendeliana é sustentada por uma arquitetura genética complexa controlada por um
supergene composto por pelo menos trés locus, cada um com dois alelos, sendo um
completamente dominante sobre o outro (Ernst 1955; Ganders 1979b; Barrett & Shore 2008).
A maioria das plantas distilicas sdo caracterizadas por apresentar duas caracteristicas
controladas pelo supergene que promovem cruzamentos intermorfos: hercogamia reciproca e
incompatibilidade heteromérfico (Webb & Lloyd 1986; Barrett & Richards 1990). Apesar das
evidéncias comparativas e morfoldgicas para a evolucdo da especializagdo sexual em espécies
distilicas, os mecanismos seletivos responsaveis pela transi¢cdo ndo estdo bem estabelecidos. O

fato das plantas distilicas, geralmente, apresentarem um sistema de incompatibilidade, faz com
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que a selecdo contra a endogamia ou a autofecundacdo muitas vezes ndo seja colocada como

uma possivel “forca motriz” para a evolucao da especializagdo sexual (Bawa 1980).

Modelos tedricos e estudos empiricos enfatizam o papel da transferéncia de poélen
altamente assimétrica entre os morfos e, consequentemente, da atuacdo de polinizadores, como
a principal pressao seletiva que conduz a evolucéo da dioicia em espécies distilicas (Ornduff
1975; Charlesworth & Charlesworth 1979; Lloyd 1979; Beach & Bawa 1980; Muenchow &
Grebus 1989; Barrett 1992; Pailler et al. 1998). De acordo com esta hipdtese, a pressdo seletiva
que gera a especializacdo sexual depende de fatores externos, ou seja, perda dos polinizadores
mais eficientes. Embora estudos mostrem fluxo de pdlen assimétrico ou variacdo da limitacéo
polinica entre morfos impulsionados por polinizadores (Lau & Bosque 2003; Garcia-Robledo
2008), nenhum provou uma relacéo causal entre estes aspectos e a evolugéo da dioicia (Beach
& Bawa 1980; Muenchow & Grebus 1989; Rosas & Dominguez 2009). Fatores genéticos
intrinsecos também tém potencial de afetar a especializacdo sexual em espécies distilicas. As
mutacdes de esterilidade podem ser expressas diferentemente entre os morfos, e levar um morfo
a contribuir mais com a funcdo masculina ou feminina do que o outro em consequéncia de um
conflito genético de interesse sobre a alocagdo de recursos para o pélen vs. évulos (Schultz
1994; Dominguez et al. 1997; Pailler et al. 1998; Del-Carlo & Buzato 2006). Assim, além dos
fatores ecoldgicos, outras forcas seletivas podem operar na evolucdo da especializacdo sexual

em plantas distilicas, que sdo impulsionadas por interagcdes genéticas.

Em Erythroxylum P. Browne (Erythroxylaceae), as espécies apresentam uma variedade
de estratégias reprodutivas, como heterostilia (Ganders 1979a; Barros 1998; Pailler et al. 1998),
ginodioicia (Dominguez et al. 1997; Avila-Sakar & Dominguez 2000), dioicia (Bawa & Opler
1975) e agamospermia (Berry et al. 1991), fazendo com que este grupo de plantas se torne um
excelente modelo para estudos comparativos dos sistemas de reproducdo. Erythroxylum
havanense Jacg. tém sido uma espécie bem estudada na regido do México. Inicialmente, as
populacbes desta espécie foram consideradas parcialmente ginodidicas ja que apresentaram
esterilidade masculina morfo-tendenciosa, com individuos brevistilos estéreis ou parcialmente
estéreis (Cuevas et al. 2005; Rosas et al. 2005). As plantas brevistilas produziram, em média,
51% menos poélen vidvel do que as longistilas (Cuevas et al. 2005). Tratando-se de plantas
heterostilicas que, geralmente, apresentam sistema de incompatibilidade heteromérfico, a
esterilidade masculina morfo-tendenciosa pode levar a uma taxa de frutificacdo diferencial
entre os morfos florais e ter fortes implicacGes para uma possivel evolucdo para a dioicia. Em

E. havanense, os resultados apoiam a interpretacdo de que a selecdo natural esta favorecendo a
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evolucdo de plantas brevistilas com esterilidade masculina completa (Rosas & Dominguez
2009). Como a frutificacdo das plantas longistilas desta espécie depende do polen produzido
pelas brevistilas, a invasdo de plantas brevistilas fémeas resultaria na evolugdo da dioicia

funcional (Rosas & Dominguez 2009).

Estudos indicam que algumas espécies de Erythroxylum tenham passado por processos
de especializacdo sexual e que a esterilidade masculina seja um fendmeno generalizado dentro
do género (Dominguez et al. 1997; Avila-Sakar & Dominguez 2000; Del-Carlo & Buzato 2006;
Silva et al. 2016). Entretanto, poucas espécies foram estudadas, sobretudo, no Brasil que € um
dos principais centros de diversidade e endemismo do género (Plowman & Hensold 2004).
Neste sentido, o principal objetivo deste estudo foi investigar a existéncia de esterilidade
masculina e o sucesso reprodutivo feminino em diferentes anos e popula¢des de quatro espécies
distilicas de Erythroxylum do Brasil Central. As perguntas especificas sdo: (1) as espécies
exibem esterilidade masculina a partir da diferenca da viabilidade dos grdos de polen entre
flores brevistilas e longistilas? (2) existe diferenca no sucesso reprodutivo feminino entre os
individuos brevistilos e longistilos? (3) ha variagdes entre populagdes (variacdo espacial) e anos
(variacdo temporal), quanto ao nivel e padrdo de esterilidade masculina e sucesso reprodutivo
dos morfos florais? (4) as populagdes exibem sistema de incompatibilidade auto e intramorfo?
(5) as populacbes tém limitacdo polinica e o morfo floral estd relacionado com o nivel de
limitacdo de pdlen? Estas questes sdo de grande importancia, pois suas respostas podem
permitir uma melhor compreensdo dos mecanismos seletivos responsaveis pela evolucdo dos

sistemas de reproducdo em espécies de Erythroxylum.

METODOLOGIA

Espécies e areas estudadas - Foram estudadas 23 populagbes de quatro espécies de
Erythroxylum (Fig. 1), sendo elas: E. campestre A.St.-Hil. (cinco populagfes), E. deciduum
A.St.-Hil. (quatro populagdes), E. suberosum A.St.-Hil. (oito populagdes) e E. tortuosum Mart.
(seis populacGes). As espécies florescem entre agosto e novembro (Matias R. dados do terceiro
capitulo), e exibem flores, morfologicamente, distilicas, sendo que em flores longistilas as 10
anteras se posicionam em dois niveis de altura (cada nivel com cinco anteras) e em flores
brevistilas todas as anteras mantém-se em um so nivel (Matias R. dados do primeiro capitulo).
O ovario é supero, sendo composto por trés carpelos sincarpicos com trés léculos, dois dos

quais estdo vazios e o terceiro com apenas um 6vulo. O Unico dvulo é funcional nas quatro
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espécies, semelhante ao encontrado em outras Erythroxylum (Dominguez et al. 1997; Loiola et
al. 2007). As flores das espécies estudadas produzem uma pequena quantidade de néctar e séo
visitadas por abelhas, vespas, borboletas e moscas, o que indica um sistema de polinizacdo
generalista (Barros 1998; Matias R. dados do terceiro capitulo). Os frutos séo do tipo drupa,
vermelhos quando maduros e a frutificagdo das espécies ocorrem entre setembro e fevereiro
(Matias R. dados do terceiro capitulo). As espécies ocorrem em alta densidade no Cerrado do
Brasil Central e as populacdes estudadas estdo distribuidas em 10 areas nos estados de Goiés e
Minas Gerais, e no Distrito Federal (Fig. 1). Detalhes das areas (regidao, nome e coordenadas)

estdo incluidas na Tabela S1.

Esterilidade masculina - O nivel de esterilidade masculina dos diferentes morfos florais foi
analisado em todas as 23 populagdes das quatro espécies de Erythroxylum encontradas nas 10
areas de estudo (Fig. 1). Amostragens foram realizadas no ano de 2015 em todas as populacdes,
sendo também coletadas amostras no ano de 2016 e 2017 nas populacdes da area cinco (Fig. 1)
com a finalidade de analisar variacGes temporais. Em cada populacdo (ou ano amostrado),
foram coletados botdes florais em pré-antese de cinco a 33 individuos por morfo, sendo
coletado entre um e dois botdes por individuo. Desta forma, foram coletados entre oito a 46
botBes por morfo, e um total de 34 a 80 botdes em cada populacdo (ano). O tamanho da
amostragem foi determinado pela quantidade de individuos longistilos e brevistilos florescendo
em cada area para cada espécie. Apos a coleta em campo, os botdes florais foram armazenados
em &lcool 70% até serem analisados em laboratorio.

A viabilidade dos gréos de pélen foi estimada utilizando o método indireto de coloracdo
citoplasmatica com carmim acético, metodologia também utilizada no estudo de Del-Carlo e
Buzato (2006) em E. suberosum. Em laboratdrio, todas as anteras de cada botéo floral foram
dissecadas e maceradas. Os gréos de pdlen dos dois niveis de altura das anteras longistilas foram
analisados conjuntamente apos a verificacao de que ndo ha diferencas na esterilidade masculina
entre os dois verticilos dentro da mesma flor (Fig. S1). A proporcao de graos de polen viaveis
foi estimada pela contagem de 200 grdos por botdo em microscépio de luz, sendo esta medida
usada como indicador de esterilidade masculina. Foram considerados gréos de polen viaveis
(férteis) aqueles esféricos e intensamente corados com carmim acético; graos de polen inviaveis

(estéreis) aqueles amorfos e ndo corados.

Sucesso reprodutivo feminino - A taxa de frutificacdo natural foi utilizada como uma medida

de sucesso reprodutivo feminino, sendo analisada em 13 popula¢des das quatro espécies
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estudadas no ano de 2015 (trés populagOes de E. campestre; quatro de E. deciduum; quatro de
E. suberosum; duas de E. tortuosum; ver pontos preenchidos na Fig. 1). Para averiguar variagdes
temporais, dados também foram coletados nos anos de 2016 e 2017 para as quatro especies,
porém apenas na area cinco (Fig. 1). Para isso, foram selecionados de 10 a 36 individuos por
populacdo (ano), sendo que um ramo florido foi marcado, aleatoriamente, para cada individuo
e contado o numero total de flores disponiveis. O morfo floral dos individuos foi identificado
previamente e a quantidade de flores por ramo variou entre trés a 144, sendo as flores deixadas
expostas a acdo dos polinizadores. Ao final do periodo de floracdo de cada espécie, e antes que
os frutos estivessem totalmente maduros, evitando assim a perda de frutos por disperséo,
contou-se a quantidade de frutos formados, naturalmente, em cada ramo do individuo marcado.
A partir do resultado do numero de frutos formados/nimero de flores disponiveis, foi

estabelecida a taxa de frutificacdo de cada individuo.

Sistema de acasalamento - O sistema de acasalamento das quatro espécies foi estudado nas
populacdes da area cinco (Fig. 1) em 2016, sendo-o definido por meio de poliniza¢cGes manuais
onde avaliou-se o crescimento dos tubos polinicos e a formag&o de frutos. As polinizagdes para
analise dos tubos polinicos foram realizadas com intuito de investigar se as populacdes e morfos
apresentam reacdo de incompatibilidade através da observacao de inibicdo do crescimento dos
tubos polinicos. Trés tipos de tratamentos foram realizados: (1) autopolinizacdo manual: flores
foram polinizadas utilizando gréos de polen da prépria flor; (2) polinizagéo cruzada intramorfo:
flores de um morfo receberam gréos de pdlen de flores do mesmo morfo, mas de individuos
diferentes; e (3) polinizacdo cruzada intermorfo: flores de um morfo receberam gréos de polen
de flores de outro morfo. Foram utilizadas entre cinco e 13 flores por tratamento em cada morfo,
distribuidas em no minimo cinco individuos (total de 57 a 65 flores por espécie). Todas as flores
foram, previamente, ensacadas com sacos de organza para evitar o contato com polinizadores
que, possivelmente, depositariam graos de pdlen originados de doadores ndo identificados. As
flores foram coletadas 24 horas ap0s a polinizagdo e fixadas em alcool 70%. O tempo de coleta
dos pistilos foi determinado a partir de um estudo que demonstrou que 24 horas € o suficiente
para os tubos polinicos penetrarem no ovério de E. campestre, E. suberosum e E. tortuosum
(Barros 1998). As observagdes dos tubos polinicos foram feitas utilizando a técnica em

microscopia de epifluorescéncia como descrito por Martin (1959).

Paralelamente aos testes de crescimento dos tubos polinicos, foram realizadas
polinizacbes manuais para averiguar a formacdo de frutos. Para isso, foram selecionados,

randomicamente, entre 16 a 19 individuos de cada especie, sendo utilizadas entre 24 e 42 flores
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por tratamento em cada morfo (duas a sete flores por tratamento em cada individuo). Além dos
tratamentos de autopolinizagdo manual, polinizacdo cruzada intramorfo e polinizagéo cruzada
intermorfo (especificados anteriormente), outros trés tratamentos foram realizados, sendo eles:
(1) agamospermia: botdes florais em pré-antese foram emasculados, sem receber tratamento
posterior; (2) autopolinizacdo espontanea: flores foram apenas ensacadas, sem receber qualquer
tipo de tratamento; e (3) controle: flores foram apenas marcadas para avaliar a eficiéncia da
polinizacdo natural. Exceto para o tratamento controle, todas as flores foram, previamente,
ensacadas com sacos de organza. O desenvolvimento dos frutos foi verificado apds 15 dias. As
espécies de Erythroxylum possuem apenas um 6vulo desenvolvido, sendo a producéo de frutos

um bom indicativo para descrever o sistema de acasalamento.

Limitacao polinica - Para investigar se as populac6es e morfos apresentam limitacéo polinica,
foram realizados experimentos nas populacbes da area cinco (Fig. 1) durante o periodo de
floracdo de cada espécie em 2017. Para isso, foram selecionados, aleatoriamente, entre 21 e 22
individuos por espécie (entre 10 e 11 individuos por morfo), de modo que cada individuo
recebeu dois tipos de tratamentos (flores com pdlen suplementar e natural). Foram realizados
experimentos de suplementacao de pélen, de forma que duas a quatro flores de cada individuo
(23 a 43 flores por morfo) foram polinizadas, manualmente, com pdlen cruzado intermorfo.
Outras trés a quatro flores do mesmo individuo (37 a 44 flores por morfo) foram selecionadas
como controle e deixadas para serem polinizadas, exclusivamente, pelos visitantes. Diferencas
na producdo de frutos entre flores que receberam pélen suplementar e natural é interpretado

como evidéncia de que as plantas tenham limitacdo polinica (Ashman et al. 2004).

Andlise dos dados - Foi averiguado se a esterilidade masculina e o sucesso reprodutivo
feminino diferiram entre morfos, populacdes e anos de coleta. Para isso, foram utilizados
modelos lineares generalizados (GLMSs) quando o sucesso reprodutivo foi a variavel resposta,
enquanto que para esterilidade masculina foram usados modelos lineares generalizados mistos
(GLMMs) apo6s detectar superdispersdo dos dados. Geralmente, a esterilidade masculina foi
avaliada em mais de uma flor por individuo, sendo dependentes os dados coletados dentro do
mesmo individuo. Para resolver a falta de independéncia e prevenir pseudoreplicacdo, 0s
individuos foram incluidos como fator aleatério nos GLMMs. As analises (GLMs e GLMMs)
foram realizadas com o pacote Ime4, modelado com uma distribui¢&o binomial (fruto formado
ou ndo formado; polen viavel ou inviavel) usando a funcéo logit (Bates et al. 2014). Para cada
especie, foi utilizado um modelo para analisar diferencas espaciais e outro para investigar

diferencas temporais dentro de cada variavel resposta. Para analisar diferencas espaciais, foram
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usados dados do mesmo ano (2015) para as diferentes populagdes. Desta forma, foram testados
os efeitos do morfo, populagdo e o termo de interacdo influenciando na proporgdo de pdlen
viaveis e de frutos formados. Para investigar diferencas temporais, foram testados os efeitos do
morfo, ano e a interacdo. A significancia dos fatores fixos foi testada com analise de variancia
tipo Il (pacote car; Fox & Weisberg 2011) e em seguida, utilizou-se a fun¢do Ismeans com
ajuste de Tukey (pacote emmeans; Lenth 2017) para extrair os contrastes dentro de cada fator.
Para verificar se a esterilidade masculina de um morfo tem influéncia no sucesso reprodutivo
do morfo oposto, foram realizadas analise de regressao linear utilizando a média do sucesso

reprodutivo e da esterilidade masculina da mesma populacéo e ano estudado de todas espécies.

Para analise do sistema de acasalamento e limitacdo polinica de cada espécie, foram
testados os efeitos do tratamento de polinizagdo, morfo e a interagdo entre estes dois fatores na
taxa de frutificacdo (nimero de frutos formados por individuo/ nimero de flores tratadas por
individuo). Uma vez que ndo houve superdispersdo dos dados do sistema de acasalamento,
foram utilizados GLMs. Enquanto isso, para a limitacdo polinica foram usados GLMMs, de
forma que plantas individuais foram incluidas como fator aleatorio, uma vez que cada planta
recebeu os dois tipos de tratamento de polinizacao (suplementacéo e controle) para poder assim,
detectar e controlar a variabilidade potencial de cada individuo na variavel resposta. A taxa de
frutificacdo sempre foi modelada com uma distribuicdo binomial (fruto formado ou néo
formado) usando a fungdo logit. Foi utilizada a analise de varidncia tipo Il para testar as
diferengas significativas de cada fator fixo e em seguida, utilizou-se Ismeans com ajuste de
Tukey para obter os valores de contrastes dentro de cada fator. Além destas analises, foi
calculado também o indice de autoincompatibilidade (ISI) para descrever o nivel de
incompatibilidade das populacGes. O ISI é determinado pela razdo entre a proporcdo de frutos
formados por autopolinizacéo e por polinizagdo cruzada intermorfo. De acordo com o indice,
valores abaixo de 0.25 sdo considerados como autoincompativeis e valores acima de 0.25
indicam autocompatibilidade (Bullock 1985). Todas as andlises estatisticas foram realizadas

com o programa R (R Core Team 2017).

RESULTADOS

Esterilidade masculina - Foram registradas diferencas significativas na viabilidade dos gréos
de polen entre as populacgdes estudadas para as quatro espéecies (Tab. 1; Fig. 2). Também foram

encontradas diferencas entre os morfos florais considerando o conjunto de dados de todas as
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populacdes de E. campestre e E. deciduum (Tab. 1), de forma que as flores brevistilas
apresentaram uma maior esterilidade do que as flores longistilas (Fig. 2). Estas duas espécies
também exibiram variacGes entre morfos florais dentro de algumas populagdes. A esterilidade
masculina diferiu entre os morfos florais em trés das cinco populacdes estudadas de E.
campestre (Fig. 2), e em duas das quatro populacoes de E. deciduum (Fig. 2). Na maioria destas
(exceto na area 6 de E. campestre), a maior esterilidade das flores brevistilas se repetiu.

Variagdes temporais foram encontradas em E. campestre, E. suberosum e E. tortuosum,
mostrando diferencas significativas no nivel de esterilidade masculina entre os anos de coleta
nas populacdes da area 5 (Tab. 1; Fig. 3). Assim como registrado nos modelos de variagdes
espaciais, diferencas na esterilidade masculina entre morfos florais foram encontradas apenas
em E. campestre e E. deciduum (Tab. 1; Fig. 3). Na populacdo de E. campestre, houve um
padrdo em que as flores brevistilas apresentaram maior esterilidade dos gréos de pdlen do que
as flores longistilas nos trés anos estudados (Fig. 3). Erythroxylum deciduum também teve
flores brevistilas mais estéreis quando os dados foram analisados levando em consideracdo
todos os anos (Tab. 1), porém diferencas entre morfos ndo foram encontradas em todos 0s anos
de coleta (Fig. 3). Embora o nivel de esterilidade masculina de E. suberosum e E. tortuosum

varie entre populacdes e anos, nao foi encontrada nenhuma diferenca entre os morfos florais.

Sucesso reprodutivo feminino - Foram detectadas diferencas significativas na taxa de
frutificacdo natural entre as populacdes estudadas de E. campestre, E. deciduum e E. suberosum
(Tab. 1; Fig. 4). Diferencas significativas no sucesso reprodutivo entre os morfos florais foram
encontradas para E. campestre e E. deciduum quando os dados foram analisados para todas as
populacdes (Tab. 1; Fig. 4). No entanto, diferencas no sucesso reprodutivo entre os morfos
florais dentro da mesma populacdo ocorreram em apenas uma das trés populacdes de E.
campestre (Fig. 4), e em duas das quatro populacdes de E. deciduum (Fig. 4). Nestes casos, as

plantas longistilas sempre tiveram um sucesso reprodutivo maior do que as plantas brevistilas.

Em todas as espécies houve variacdo temporal em relacdo ao sucesso reprodutivo,
diferindo, significativamente, entre anos (Tab. 1; Fig. 5). Diferencas entre morfos dentro do
mesmo ano ocorreu em E. campestre, E. deciduum e E. tortuosum. Embora as populagdes de
E. campestre e E. deciduum estudadas na area 5 tenham apresentado plantas longistilas
frutificando mais do que as brevistilas no ano de 2015 (diferenca ja mencionada nas analises de
variagdo espacial), esse padréo variou entre os anos. Em E. deciduum, varia¢do entre morfos

ocorreu apenas em 2015 (Fig. 5). Para E. campestre, diferengas entre morfos ocorreram em dois
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anos, sendo que em 2016 as plantas brevistilas tiveram maior sucesso reprodutivo, ao contrario
do registrado em 2015 (Fig. 5). As plantas brevistilas de E. tortuosum também frutificaram mais
do que as longistilas em 2016, porém ndo houve diferencas entre morfos nos outros anos (Fig.
5). As variagdes na taxa de frutificacdo de um morfo ndo foram relacionadas com o nivel de
esterilidade masculina do morfo oposto dentro das populacdes (efeito da esterilidade masculina
das plantas brevistilas sobre o sucesso reprodutivo das plantas longistilas: R? = 0.031, d.f. = 19,
P = 0.215; vice-versa: R? = -0.049, d.f. = 19, P = 0.793).

Sistema de acasalamento - As analises de crescimento dos tubos polinicos sugeriram que E.
campestre seja autocompativel, uma vez que ndo houve interrupcao dos tubos polinicos apds
qualquer tratamento de polinizacdo (Fig. 6). Em contrapartida, as outras espécies exibiram
inibicdo dos tubos polinicos apos polinizacdo cruzada intramorfo e autopolinizacéo, sugerindo
a presenca de um sistema de incompatibilidade auto e intramorfo (Fig. 6). A formacéo de frutos
confirmou os resultados dos tubos polinicos. Os valores de frutificacdo apds tratamentos de
polinizacdo para cada espécie e morfo estdo sumarizados na Tabela 2. O tipo de tratamento teve
um efeito significativo no sucesso reprodutivo de todas as espécies (Tab. 3). Em E. campestre,
a taxa de frutificacdo ap6s polinizacdo cruzada intermorfo, cruzada intramorfo, autopolinizacao
manual e autopolinizacdo espontanea foram estatisticamente iguais (Tab. 2). Este resultado,
juntamente com os valores do ISI de 0.89 em brevistila e 1.04 em longistila (Tab. 2) confirmam
a presenca de autocompatibilidade. Em E. deciduum, E. suberosum e E. tortuosum o tratamento
de polinizacao intermorfo diferiu estatisticamente de todos os outros, formando uma proporgao
maior de frutos, e os valores de ISI foram menores que 0.25 para ambos os morfos (Tab. 2),
confirmando a presenca de um sistema de incompatibilidade heteromérfico. Em todas as
espécies, ndo houve diferenca significativa na proporc¢do de frutos formados entre morfos e o
termo de interagdo morfo x tratamento ndo foi significativo, indicando que as plantas brevistilas

e longistilas responderam de maneira semelhante a todos os tratamentos (Tab. 3).

Limitacao polinica - Os resultados dos experimentos de limitagdo de polen sugerem que as
populacbes de E. campestre, E. suberosum e E. tortuosum apresentam limitacdo polinica na
area estudada (&rea cinco), uma vez que houve maior formacao de frutos no tratamento de
suplementacédo de polen, independente do morfo (Tab. 3 e 4). Apenas em E. deciduum o tipo
de tratamento néo teve um efeito estatisticamente significativo no sucesso reprodutivo (Tab. 3).
Em todas as espécies, 0 morfo e o termo de interagdo morfo x tratamento ndo teve um efeito
significativo (Tab. 3), sugerindo que a presenca de limitacdo polinica ndo esta relacionada com

um morfo floral especifico.
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DISCUSSAO

Neste estudo, foram investigadas variacGes na esterilidade masculina e no sucesso
reprodutivo feminino em diferentes anos e populacfes de quatro espécies, morfologicamente,
distilicas de Erythroxylum, um grupo de plantas que apresentam transi¢des evolutivas entre
sistemas sexuais (Dominguez et al. 1997; Avila-Sakar & Dominguez 2000; Cuevas et al. 2005).
Em geral, os resultados mostraram que a esterilidade masculina e o sucesso reprodutivo séo
flutuantes, pois variam entre popula¢Ges de uma mesma espécie, e entre anos dentro de uma
mesma populacdo. No entanto, as variagdes no sucesso reprodutivo ndo se mostraram
relacionadas com o nivel de esterilidade masculina. Apesar de apresentarem os dois morfos
florais, na préatica, E. campestre e E. deciduum parecem ndo se comportar como tipicamente
distilicas, uma vez que algumas populacées exibiram diferencas na esterilidade masculina entre
os morfos florais, sugerindo um processo de especializagdo sexual. Nestas espécies, as flores
brevistilas apresentam esterilidade masculina maior que as longistilas, apresentando um
sistema, parcialmente, ginodidico. Em E. suberosum e E. tortuosum, a distilia parece ser um
sistema mais estavel, pois varia¢des entre morfos florais foram, raramente, registradas. Abaixo,
serdo considerados os potenciais fatores genéticos, ecoldgicos e ambientais que, possivelmente,
influenciaram as variagGes encontradas nas espécies de Erythroxylum, considerando a

relevancia de nossos achados para hipoteses relacionadas a evolugdo da especializacdo sexual.

As diferencas na esterilidade masculina entre popula¢6es de uma mesma espécie podem
ser consequéncia de variacdes ambientais e/ou genéticas. Entretanto, diferencas entre anos
dentro de uma mesma populacdo podem estar ligadas, intimamente, a questdes ambientais de
cada area. Sabe-se que a esterilidade do pdlen é influenciada por variaveis ambientais, como o
déficit hidrico, que ocorrendo durante a microgametogénese induz a esterilidade masculina em
muitas espécies, como em Quercus ilex Ten. (Saini 1997; Bykova et al. 2018). Desta forma,
variacOes temporais e espaciais na precipitacdo e disponibilidade de agua no solo da regido
estudada, poderiam explicar, parcialmente, a varia¢do na viabilidade do pélen entre populacdes
e anos. Erythroxylum deciduum foi a Unica espécie que nao apresentou varia¢do na esterilidade
masculina entre anos. Curiosamente, as plantas desta espécie florescem de forma sincrdnica
apos um periodo intenso de chuvas (obs. pess.), possivelmente, ndo passando por déficit hidrico.
Apesar disto, esta espécie apresentou variacdes entre populagdes. Consequentemente, €

possivel que diferengas observadas entre populagcdes também sejam resultado da variagdo na
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frequéncia dos genes envolvidos na esterilidade masculina (e.g., alelos restauradores), como
sugerido para E. havanense (Cuevas et al. 2005). Neste sentido, as populagcfes estudadas com
alta incidéncia de esterilidade masculina, como a de E. suberosum na area 10, pode ser uma

consequéncia da raridade de alelos restauradores da viabilidade do polen.

Os resultados sugerem que E. campestre e E. deciduum ndo se comportam como
distilicas tipicas porque exibem esterilidade masculina morfo-tendenciosa (brevistilo). Estudos
encontraram resultados similares em E. havanense, com esterilidade masculina maior em
plantas brevistilas (Dominguez et al. 1997; Cuevas et al. 2005). Inicialmente, sugeriu-se que o
polimorfismo genético seria o fator chave para explicar a esterilidade morfo-tendenciosa
(Dominguez et al. 1997). As mutacdes de esterilidade masculina ocorrem em ambos os morfos
ja que as mutacBes citoplasméticas sdo transmitidas maternalmente. Contudo, se os alelos
restauradores nucleares estiverem associados ao supergene heterostilico, serdo esperadas
variacdes na presenca de esterilidade masculina entre os morfos. Caso os restaurados nucleares
estejam associados ao hapldtipo longistilo, os individuos deste morfo teriam duas copias destes
genes, ja que o morfo longistila ¢ homogameético (ss), e a funcdo masculina seria restaurada.
Por outro lado, o morfo brevistila é heterogamético (Ss) e possuiria apenas uma cépia do alelo
restaurador. Como o haplétipo brevistilo € dominante sobre o longistilo (Ganders 1979b), genes
restauradores ndo seriam expressos, produzindo poélen estéril (Dominguez et al. 1997).
Entretanto, alguns resultados do presente estudo contradizem esta discussdo, uma vez que
diferencas na esterilidade entre morfos ndo foram encontradas em todas as populacdes de E.
campestre e E. deciduum. Além disso, a populacédo de E. campestre na area 6 exibiu esterilidade
masculina maior em flores longistilas. Estudos adicionais que explorem 0s mecanismos que
geram esterilidade masculina em espécies de Erythroxylum seriam Gteis para determinar quais

fatores estdo envolvidas nos complexos padrdes observados entre espécies e populacdes.

A complexidade dos padrdes de esterilidade masculina é notada ainda quando uma
populacdo é estudada por varios anos. Na populacdo de E. campestre estudada durante trés
anos, as flores brevistilas sempre tiveram niveis mais elevados de esterilidade masculina do que
as longistilas. Este resultado € semelhante ao encontrado em dois anos para E. havanense (Rosas
et al. 2005). Os autores discutiram que a diferenca na esterilidade masculina entre morfos,
juntamente com a sua expressao constante ao longo do tempo, sugere que a esterilidade
masculina possui um componente hereditario independentemente da variacdo ambiental (Rosas
et al. 2005). Entretanto, essa conclusdo ndo pode ser inferida para todas espécies de

Erythroxylum. Isto porque a populacédo de E. deciduum teve diferenca entre morfos apenas em
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2015 e 2017, mostrando que variagdes na esterilidade masculina entre morfos podem néo ser
permanentes. Em populagdes ginodioicas de Plantago coronopus L. (Plantaginaceae), além de
plantas hermafroditas e com esterilidade masculina completa, existem plantas com esterilidade
masculina parcial (Koelewijn & Van Damme 1996). Nas populacGes desta espécie, a
temperatura teve influéncia no nivel de esterilidade masculina apenas em plantas parcialmente
estéreis. Isso demostra que fatores ambientais podem influenciar na restauracdo da fertilidade
masculina, mas as respostas dos diferentes tipos florais podem ndo ser iguais (Koelewijn & Van
Damme 1996). Desta forma, além do componente hereditario, a heterogeneidade ambiental
também tem potencial para afetar a expressao sexual masculina e, portanto, influenciar na

trajetoria evolutiva da especializacdo sexual.

As espécies heterostilicas, geralmente, apresentam um sistema de incompatibilidade
heteromorfico, e a selecdo contra a endogamia ou a autofecundacdo nédo € colocada como uma
possivel “for¢a motriz” para a evolugdo da especializagdo sexual (Bawa 1980). No entanto,
algumas espécies apresentam quebra do sistema de incompatibilidade, como ocorre em espécies
de Rubiaceae e Boraginaceae (Faria et al. 2012; Ferrero et al. 2017), podendo levar a niveis
elevados de acasalamentos ilegitimos e aumento da endogamia. Desta forma, serd que existe
uma tendéncia de a especializacdo sexual ocorrer mais, frequentemente, em espécies
heterostilicas autocompativeis? Embora seja necessaria uma analise mais ampla, considerando
varios grupos heterostilicos com especializagdo sexual, os resultados com Erythroxylum podem
sugerir que esta tendéncia ndo exista. Isto porque as duas espécies com especializacdo sexual
apresentam sistemas de acasalamento distintos, sendo registrada autocompatibilidade em E.
campestre e incompatibilidade auto e intramorfo em E. deciduum. Especializacao sexual ocorre
também em E. havanense, outra espécie com incompatibilidade auto e intramorfo completa
(Dominguez et al. 1997). Portanto, estes resultados reforcam a hipétese de que a selecdo contra
a endogamia ndo é a principal pressdo seletiva responsavel pela evolucdo da especializacdo

sexual em espécies distilicas, principalmente em Erythroxylum.

A esterilidade masculina é uma condic¢do necessaria, mas nédo suficiente, na sequéncia
evolutiva em direcdo a ginodioicia e dioicia (Charlesworth & Charlesworth 1978; Schultz 1994;
Dominguez et al. 1997), e esta condicdo parece ser representada por E. suberosum e E.
tortuosum. Ambos os morfos florais destas espécies ndo expressaram a funcdo masculina
completa, porém ndo houve esterilidade masculina morfo-tendenciosa e estas duas espécies
ainda podem ser consideradas distilicas. Além disso, as populacdes destas espécies nao

apresentaram diferencas no sucesso reprodutivo entre morfos. Estes resultados estdo de acordo
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com outros estudos com E. suberosum (Del-Carlo & Buzato 2006; Silva et al. 2016), agora
confirmados também para E. tortuosum, mostrando que a esterilidade masculina,
aparentemente, é bem disseminada neste género heterostilico, mesmo com a esterilidade morfo-
tendenciosa nem sempre ocorrendo. As espécies de Erythroxylum apresentam ovario
tricarpelar, trilocular e uniovular, de modo que apenas um dos carpelos é desenvolvido com um
unico 6vulo, enquanto os outros sdo inférteis e nenhum primordio de 6vulo € registrado (Rao
1968; Loiola et al. 2007). Isso sugere que a alocagdo de recursos para a funcdo feminina é
retardada em algum momento e por algum motivo pode se refletir na esterilidade masculina,
sendo uma maneira de equilibrar a equacao e manter as flores hermafroditas (Silva et al. 2016).
Embora esta hip6tese possa justificar a ocorréncia generalizada de esterilidade masculina em

Erythroxylum, ndo explica a esterilidade morfo-tendenciosa de algumas espécies.

Foram encontradas, ocasionalmente, diferencas do sucesso reprodutivo entre morfos em
algumas populacgdes (23% delas) e anos, embora ndo tenham sido encontradas evidéncias claras
gue pudessem explicar pressdes seletivas que comumente operam no processo de
especializacdo sexual. Em espécies distilicas, uma Unica mutacdo de esterilidade em uma
fungéo sexual de um morfo poderia resultar em dioicia funcional, pois tal mutacéo afetaria a
funcdo complementar do outro morfo (Rosas & Dominguez 2009). Contudo, as diferencas
encontradas no sucesso reprodutivo ndo sdo explicadas pelo nivel de esterilidade masculina.
Em E. deciduum, por exemplo, a autoincompatibilidade heteromorfica poderia fazer com que a
maior esterilidade do polen nas flores brevistilas pudesse afetar a frutificacdo das plantas
longistilas. Porém, as plantas longistilas frutificaram mais do que as brevistilas em algumas
populacdes e anos. Além das flores brevistilas de E. campestre e E. deciduum terem maior
esterilidade masculina, elas possuem menor producéo de pélen do que as longistilas (Matias R.
dados do primeiro capitulo), fazendo com que a magnitude da esterilidade masculina seja maior.
Considerando estas duas caracteristicas, as flores brevistilas de E. campestre e E. deciduum
produziriam cerca de 70 e 54% menos polen viavel que as longistilas, respectivamente. Apesar
destes valores serem consideraveis, o grande numero de pdlen produzido e a esterilidade apenas
parcial, faz com que as flores brevistilas ainda possuam muitos gréos de polen viaveis (cerca
de 741 grdos de polen vidveis em E. campestre e 2635 em E. deciduum). Assim, é possivel que
a esterilidade masculina nas plantas brevistilas ndo tenha atingido um limiar que afete a
frutificac@o das plantas longistilas, principalmente porque as flores possuem um anico Gvulo

viavel, fazendo com que uma quantidade minima de polen seja suficiente para a fecundacéo.
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Outra pressao seletiva responsavel pela evolugdo da dioicia em espécies distilicas é a
limitacdo polinica e a assimetria no servico de polinizagdo (Beach & Bawa 1980; Horvitz &
Schemske 1988). Em Mussaenda parviflora Mig. (Rubiaceae), sugere-se que a esterilidade
masculina em flores longistilas tenha evoluido atraves do fluxo de polen assimétrico (Naiki &
Kato 1999). Embora a limitacdo polinica tenha sido encontrada em algumas populagGes de
Erythroxylum, o nivel de limitac&o polinica foi semelhante entre os morfos e os polinizadores
das quatro espécies ndo demonstraram preferéncia por nenhum dos morfos (Matias R. dados do
terceiro capitulo). O sistema de acasalamento indicou também que os morfos exibem 0 mesmo
padrdo de acasalamento dentro de cada espécie. Assim, a limitacdo polinica e o sistema de
acasalamento ndo explicam as diferencas na taxa de frutificacdo entre morfos, embora estes
fatores devam ser melhor investigados, uma vez que foram estudados em uma populagdo de um
unico ano. Estudos mostram que a magnitude da limitacdo polinica é variavel entre populagdes
de Narcissus assoanus Dufour ex Schult. f. e Linanthus Benth. (Baker et al. 2000; Goodwillie
2001) e entre anos dentro das populagdes de Trillium grandiflorum (Michx.) Salisb. (Knight
2003). Uma diversidade de fatores pode variar entre populacGes e anos (e.g., densidade de
plantas e polinizadores; espécies em cofloracéo; intensidade de floracéo), influenciando o nivel
de limitagdo polinica e, consequentemente, tendo um efeito na frutificacdo (Knight 2003; Del-
Carlo & Buzato 2006; Ishihama et al. 2006). Neste sentido, a limitacdo polinica poderia explicar
variacdes no sucesso reprodutivo entre anos e populagdes de Erythroxylum. As variacdes na
taxa de frutificacdo entre anos também podem estar associadas ao investimento que as plantas
fizeram em anos anteriores. Apés um ano de alta producdo de frutos, podem haver anos de
baixa producéo, simplesmente por esgotamento dos recursos das plantas.

Este trabalho apresentou evidéncias adicionais de que a esterilidade masculina é um
fendmeno generalizado em Erythroxylum, e que algumas espécies podem exibir esterilidade
masculina morfo-tendenciosa sugerindo um processo de especializagdo sexual. Existem um
continuo de estagios evolutivos entre o hermafroditismo e a dioicia (Ashman 2002). Neste
sentido, os resultados sugerem que a distilia em E. suberosum e E. tortuosum seja um sistema,
evolutivamente, estavel, mas que a esterilidade masculina parcial dos individuos brevistilos de
E. campestre e E. deciduum possa indicar uma evolucdo gradual para a ginodioicia. Contudo,
a evolucdo para este sistema sexual depende de pressfes evolutivas subsequentes. Hipdteses
comumente usadas para explicar a evolugdo da especializacdo sexual parecem néo ser bem
aplicaveis em espécies distilicas de Erythroxylum (ver também Dominguez et al. 1997).

Portanto, nossos resultados reforcam a ideia de que as pressdes seletivas que promovam a



63

especializacdo sexual em espécies de Erythroxylum ndo provém da interacdo com 0s
polinizadores, aumento da autofecundagéo e depressdo por endogamia, mas podem vir de
interacdes genéticas de dentro da planta (Dominguez 1995; Dominguez et al. 1997; Del-Carlo
& Buzato 2006). Para uma melhor compreensdo dos caminhos evolutivos das espécies de
Erythroxylum, sdo necessarios estudos adicionais averiguando se had uma compensagdo

reprodutiva para a perda da fungdo masculina através da realocagao de recursos.
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Figura 1. Distribuicdo geografica das populacdes das quatro espécies de Erythroxylum

(Erythroxylaceae) analisadas em 10 areas de Cerrado do Brasil Central. O sucesso reprodutivo

feminino foi avaliado somente nas populagcdes com pontos pretos, enquanto que a esterilidade

masculina foi estudada em todas as populac¢des (pontos pretos e brancos). Nome das areas: 1 -
Parque Nacional; 2 - APA do Paranog; 3 - RECOR; 4 - Pasto do Pedrinho; 5 - Fazenda Pé do
Morro; 6 - Pires Belo; 7 - PESCAN; 8 - Clube Caca & Pesca Itororo; 9 - Estacdo Ecoldgica do

Panga; 10 - Pedra da Baleia.
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Figura 2. Comparac¢0es da viabilidade dos grdos de polen entre flores brevistilas (barras pretas)
e longistilas (barras cinzas) em diferentes populacdes de quatro espécies de Erythroxylum. Os
locais de coleta de cada populagdo sdo mostrados na Figura 1. Os resultados sdo mostrados em
média e erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre
populacbes de uma mesma espécie (P < 0.05). Os asteriscos referem-se a diferencas
estatisticamente significativas entre morfos dentro das populagdes ou em nivel geral,
considerando o conjunto de dados de todas as populagdes (***P < 0.001; **P < 0.01; *P <
0.05).
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Figura 3. Comparaces da viabilidade dos grdos de polen entre flores brevistilas (barras pretas)
e longistilas (barras cinzas) em diferentes anos de coleta dentro de uma mesma populagédo para
quatro espécies de Erythroxylum. As populacdes estudadas sdo as da area 5 (ver Figura 1 para
localizagdo da area). Os resultados sdo mostrados em média e erro padrdo. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os anos de coleta de uma mesma espécie
(P < 0.05). Os asteriscos referem-se a diferencas estatisticamente significativas entre morfos
dentro de cada ano ou em nivel geral, considerando o conjunto de dados de todos 0s anos (***P
<0.001; **P <0.01; *P < 0.05).
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longistilos (barras cinzas) em diferentes populacdes de quatro espécies de Erythroxylum. Os
locais de coleta de cada populagdo sdo mostrados na Figura 1. Os resultados sdo mostrados em
média e erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre
populacbes de uma mesma espécie (P < 0.05). Os asteriscos referem-se a diferencas
estatisticamente significativas entre morfos dentro das populagdes ou em nivel geral,
considerando o conjunto de dados de todas as populagdes (***P < 0.001; **P < 0.01; *P <
0.05).
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Figura 5. Comparacdes do sucesso reprodutivo entre individuos brevistilos (barras pretas) e
longistilos (barras cinzas) em diferentes anos de coleta dentro de uma mesma populacéo para
quatro espécies de Erythroxylum. As populacdes estudadas sdo as da &rea 5 (ver Figura 1 para
localizacdo da area). Os resultados sdo mostrados em média e erro padrdo. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os anos de coleta de uma mesma espécie
(P < 0.05). Os asteriscos referem-se a diferencas estatisticamente significativas entre morfos
dentro de cada ano ou em nivel geral, considerando o conjunto de dados de todos 0s anos (***P
<0.001; **P < 0.01; *P < 0.05).
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Figura 6. Crescimento dos tubos polinicos em pistilos polinizados manualmente em quatro
espécies de Erythroxylum. As populacdes estudadas sdo as da area 5 (ver Figura 1 para
localizagédo da area). Erythroxylum campestre: tubos polinicos chegando no final do estilete de
flor brevistila (a) e longistila (b) apds autopolinizagdo. Erythroxylum deciduum: inibigdo dos
tubos polinicos nos estigmas de flor brevistila (c) e longistila (d) apds autopolinizagéo.
Erythroxylum suberosum: inibicdo dos tubos polinicos no estigma de flor brevistila (e) e no
estilete de flor longistila (f) apds autopolinizagdo. Erythroxylum tortuosum: inibicéo dos tubos
polinicos nos estigmas de flor brevistila apos autopolinizacao (g) e nos estiletes de flor longistila

apos polinizagdo cruzada intramorfo (h).
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Figura S1. Comparacdes da viabilidade dos grdos de polen entre anteras mais altas e mais
baixas em flores longistilas de quatro espécies de Erythroxylum utilizando teste t para amostras
pareadas. Ndo houve diferenca significativa em nenhuma das quatro comparagdes (P > 0.05).
Os nameros de flores utilizadas no experimento estao entre parénteses. Os dados sdo referentes
as populacdes da area 5 (ver Figura 1 para localizacao da area) e foram transformados em logit
(logaritmo para transformacao de dados proporcionais) quando ndo atingiram normalidade. Os

resultados sdo mostrados em média e erro padrao.
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Tabela 1. Resultados das analises dos modelos lineares (GLMs para sucesso reprodutivo feminino e GLMMs para

esterilidade masculina) averiguando variagcdes temporais e espaciais na esterilidade masculina e no sucesso

reprodutivo feminino de quatro espécies de Erythroxylum. As comparacGes entre populacGes de uma mesma

espécie foram feitas utilizando dados coletados no mesmo ano, e comparagdes entre anos de coleta foram

realizadas com dados de apenas uma populacéo de cada espécie (ver Material e Métodos para mais detalhes). Os

valores em negrito representam diferencas estatisticamente significativas.

Fonte de variagiio E. campestre E. deciduum E. suberosum E. tortuosum
x2 d.f. P %2 d.f. P %2 d.f P x2 d.f. P
Esterilidade masculina
Variagdes espaciais
Morfo 9.277 1 0.002 6.900 1 0.008 0.127 1 0722 0600 1 0438
Populacéo 9.757 4 0.045 8853 3 0031 217.377 7  <0.001 64.410 5 <0.001
Populagéo x Morfo 50.839 4 <0.001 3805 3 0283 7226 7 0406 5583 5 0.349
VariagOes temporais
Morfo 181285 1 <0.001 12263 1 <0.001 0.321 1 0571 0503 1 0478
Ano de coleta 16.278 2 <0.001 2288 2 0319 6.224 2 0.045 8925 2 0012
Ano de coleta x Morfo 9.854 2 0.007 6.344 2 0.042 0163 2 0.922 2183 2 0336
Sucesso reprodutivo
Variag0es espaciais
Morfo 5.191 1 0.023 6.198 1 0013 0.120 1 0729 0494 1 0482
Populacéo 34554 2 <0.001 111506 3  <0.001 179.203 3 <0.001 0.260 1 0611
Populacéo x Morfo 2.849 2 0.241 29361 3 <0.001 7144 3 0.067 0.003 1 0.955
Variagoes temporais
Morfo 0.033 1 0.857 17.724 1  <0.001 0.240 1 0624 0010 1 0922
Ano de coleta 11732 2 0.003 40.795 2 <0.001 19.631 2 <0.001 17585 2 <0.001
Ano de coleta x Morfo 10459 2 0.005 11976 2  0.002 1.0246 2 0.599 22840 2 <0.001
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Tabela 2. Proporgdo de frutos formados em individuos brevistilos e longistilos apds tratamentos de
polinizacdo manual e indices de autoincompatibilidade (ISI) em quatro espécies de Erythroxylum (ver
Material e Métodos para mais detalhes). As populagdes estudadas sdo as da area 5 (ver Figura 1 para
localizacdo da area). O nimero de individuos utilizados nos tratamentos esta entre parénteses. Os tratamentos
dentro da mesma espécie que possuem diferentes letras sobrescritas foram diferentes significativamente entre
si no nivel de 0.05 em testes post-hoc. N&o existem diferencas significativas entre os morfos dentro de cada
tratamento.

Espécie/Tratamento sistema de Proporcéo média (+ erro padrdo) de frutos formados por individuo

acasalamento

Brevistila (n)

Longistila (n)

E. campestre

Agamospermia? 0.07 £ 0.05 (7) 0.07 £ 0.05 (7)
Autopolinizacdo espontanea® 0.53+0.10 (7) 0.56 + 0.10 (7)
Autopolinizagdo manual® 0.48 £0.10 (7) 0.50 £ 0.10 (7)
Polinizagéo cruzada intramorfoP 0.61 +0.09 (7) 0.54 £ 0.12 (7)
Polinizagéo cruzada intermorfo® 0.54 £ 0.10 (6) 0.48 £0.11 (7)
Controle? 0.30 £ 0.09 (7) 0.06 £ 0.04 (8)
ISI 0.89 1.04
E. deciduum
Agamospermia? 0.00 £ 0.00 (8) 0.00 + 0.00 (6)
Autopolinizacdo espontanea? 0.00 + 0.00 (8) 0.00 £ 0.00 (7)
Autopoliniza¢do manual® 0.00 + 0.00 (8) 0.00 £ 0.00 (7)
Polinizacdo cruzada intramorfo? 0.00 + 0.00 (8) 0.04 + 0.04 (6)
Polinizagéo cruzada intermorfo® 0.36 £ 0.12 (8) 0.15 + 0.07 (6)
Controle? 0.03+0.03 (8) 0.14 £ 0.07 (7)
ISI 0.00 0.00
E. suberosum
Agamospermia? 0.00 £ 0.00 (7) 0.00 £ 0.00 (7)
Autopolinizagdo espontanea? 0.11 +£0.06 (8) 0.00 £ 0.00 (7)
Autopolinizagdo manual? 0.06 £ 0.06 (7) 0.00 £ 0.00 (7)
Polinizacdo cruzada intramorfo? 0.09 + 0.06 (7) 0.00 £ 0.00 (7)
Polinizagéo cruzada intermorfo® 0.61+0.11(7) 0.46 £ 0.10 (7)
Controle? 0.14 + 0.07 (8) 0.13+£0.05 (7)
ISI 0.10 0.00
E. tortuosum
Agamospermia? 0.00 + 0.00 (7) 0.00 £ 0.00 (7)
Autopolinizacdo espontanea? 0.00 £ 0.00 (7) 0.00 £ 0.00 (7)
Autopoliniza¢do manual® 0.00 + 0.00 (8) 0.00 £ 0.00 (7)
Polinizacdo cruzada intramorfo? 0.00 £ 0.00 (7) 0.00 £ 0.00 (7)
Polinizagéo cruzada intermorfo® 0.48 + 0.08 (6) 0.26 + 0.06 (7)
Controle? 0.05 +0.03 (7) 0.00 £ 0.00 (7)
ISI 0.00 0.00
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Tabela 3. Resultados das analises dos modelos lineares (GLMs para sistema de acasalamento e GLMMs para
limitacdo polinica) comparando a producéo de frutos ap6s diferentes tratamentos de polinizacdo com intuito de
investigar o sistema de acasalamento e a limitacéo polinica (ver Material e Métodos para mais detalhes) em quatro
espécies de Erythroxylum. As populactes estudadas sdo as da area 5 (ver Figura 1 para localizagdo da area). Os

valores em negrito representam diferencas estatisticamente significativas.

Fonte de variagéio E. campestre E. deciduum E. suberosum E. tortuosum
x2 d.f. P x2 d.f. P %2 d.f. P %2 d.f. P
Sistema de acasalamento
Morfo 0.005 1 0.943 0.000 1 1.000 0.000 1 1.000 0.000 1 1.000
Tratamento 27.102 5  <0.001 46.453 5  <0.001 48.420 5  <0.001 59.867 5  <0.001
Tratamento x Morfo ~ 5.852 5 0.321 8.582 5 0.127 7.390 5 0.193 1.220 5 0.943
Limitag&o polinica
Morfo 0.020 1 0.889 1.201 1 0.273 0.053 1 0.817 0.010 1 0.922
Tratamento 3.962 1 0.047 0.425 1 0.515 8.445 1 0.004 9.938 1 0.002
Tratamento x Morfo  0.049 1 0.825 3.329 1 0.068 1.798 1 0.180 1.818 1 0.178

Tabela 4. Proporcdo de frutos formados em individuos brevistilos e longistilos de quatro espécies de
Erythroxylum apdés tratamentos de polinizacdo em flores abertas para investigar a ocorréncia de limitacdo
polinica (ver Material e Métodos para mais detalhes). As populacdes estudadas sdo as da area 5 (ver Figura

1 para localizacdo da area). O nimero de individuos utilizados nos tratamentos esta entre parénteses.

Espécie/Tratamento limitacdo Proporcéo média (+ erro padrdo) de frutos formados por individuo
polinica Brevistila (n) Longistila (n)
E. campestre
Suplementacéo de pdlen 0.54 +0.11 (11) 0.53+£0.12 (10)
Controle 0.37 £0.06 (11) 0.37 £0.12 (10)
E. deciduum
Suplementacéo de pélen 0.48 £0.11 (11) 0.17 £0.08 (11)
Controle 0.30 £0.09 (11) 0.29 £0.08 (11)
E. suberosum
Suplementacéo de pdélen 0.42 £0.13 (11) 0.33+£0.10 (11)
Controle 0.16 £ 0.09 (11) 0.19 £ 0.06 (11)
E. tortuosum
Suplementacéo de pélen 0.49 £0.09 (11) 0.39 £0.11 (11)

Controle 0.18 £ 0.08 (11) 0.27 £0.10 (11)
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Tabela S1. Localizagdo das areas investigadas neste estudo. DF= Distrito Federal, GO= Goiés;

MG= Minas Gerais.

Regido e nome das areas

Cddigo da area

Coordenadas

Brasilia (DF) - Parque Nacional de Brasilia
Brasilia (DF) - APA do Paranoa

Brasilia (DF) - RECOR

Cataldo (GO) - Pasto do Pedrinho

Cataldo (GO) - Fazenda Pé do Morro

Cataldo (GO) - Pires Belo

Caldas Novas (GO) - PESCAN

Uberlandia (MG) - Clube Caca & Pesca Itorord
Uberlandia (MG) - Estacdo Ecoldgica do Panga
Diamantina (MG) - Pedra da Baleia

© 00 N oo O A W N P

[EEN
o

15°43'S, 47°57'W
15°45'S, 47°51'W
15°56'S, 47°55'W
18°09'S, 47°56'W
18°06'S, 47°59'W
17°52'S, 47°42'W
17°46'S, 48°39'W
19°00'S, 48°18'W
19°10'S, 48°23'W
18°24'S, 43°60'W
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CAPITULO 3

Especializacao sexual esta relacionada com compensacao reprodutiva? uma investigacao

com espécies distilicas de Erythroxylum (Erythroxylaceae)
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RESUMO: A presenca de esterilidade masculina parcial em plantas brevistilas parece
representar o primeiro passo na evolucdo da especializacdo sexual em espécies distilicas de
Erythroxylum. No entanto, para que as plantas masculinas-estéreis persistam, elas devem ter
alguma vantagem reprodutiva que compense a perda da funcdo masculina. A presenca de
espécies com e sem especializacdo sexual faz com que Erythroxylum seja um excelente modelo
para testar se as diferencas reprodutivas entre os morfos florais sé&o resultado de uma
compensacdo feminina. O objetivo deste estudo foi comparar a frequéncia de polinizadores,
predacdo de sementes e varias outras caracteristicas reprodutivas entre plantas brevistilas e
longistilas de quatro Erythroxylum, sendo duas com especializagdo sexual (E. campestre e E.
deciduum) e duas sem especializacdo (E. suberosum e E. tortuosum). A hipétese é que somente
as espécies com especializacdo sexual apresentem variacdes entre morfos como resultado de
uma vantagem compensatoria feminina das plantas brevistilas, que sdo parcialmente
masculinas-estéreis. Como esperado, os resultados mostraram que para as espécies que ndo
apresentam especializacdo sexual, os morfos ndo diferem significativamente em nenhum
parametro reprodutivo examinado. No entanto, apesar de diferencas entre morfos ocorrerem
somente nas espécies com especializacdo sexual, nenhuma das variacbes encontradas
evidenciam uma vantagem compensatdria feminina das plantas brevistilas. A esterilidade
masculina apenas parcial e a aparente falta de compensacéo feminina nas plantas brevistilas de
E. campestre e E. deciduum, podem ser interpretadas como evidéncia de uma origem evolutiva
relativamente recente em direcdo a ginodioicia. No entanto, a falta de compensacdo feminina
pode representar uma restricdo a evolucao da esterilidade masculina nas plantas brevistilas, e

consequentemente, a evolucdo da ginodioicia.

PALAVRAS-CHAVE: alocagdo de recursos, aptiddo feminina, Cerrado, esterilidade
masculina morfo-tendenciosa, ginodioicia, heterostilia, sistema sexual, vantagem

compensatoria.

INTRODUCAO

A evolucéo da especializacao sexual nas plantas tem sido uma das questdes de destaque
na biologia evolutiva. Evitar endogamia € uma das importantes forcas seletivas que favorecem
a especializagdo sexual, principalmente em plantas autocompativeis que exibem altos niveis de
depresséao por endogamia (Charlesworth & Charlesworth 1978; Bawa 1980; Thomson & Barrett

1981; Thomson & Brunet 1990). Desta forma, separar as fun¢Ges masculina e feminina em
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flores hermafroditas reduziria a frequéncia de autofecundacéo. No entanto, a especializagédo
sexual também tem ocorrido em espécies autoincompativeis (Van de Paer et al. 2015). Nestas
plantas, tém sido propostas outras explicacfes baseadas em modelos teoricos de selecdo sexual
e alocacdo de recursos para a evolucdo da especializacdo sexual (Bawa & Beach 1981;
Charlesworth & Charlesworth 1981; Charnov 1982; Thomson & Brunet 1990). Estes modelos
baseiam-se no pressuposto de que as plantas hermafroditas podem exibir alocacdo diferencial
de recursos entre as fungdes masculina e feminina. Consequentemente, estudos com plantas
sexualmente dimorficas, normalmente, encontram variacGes relacionadas ao género
envolvendo um ou mais atributos reprodutivos, morfoldgicos ou ecoldgicos (Ramsey &
Vaughton 2002; Dufay & Billard 2012; Van der Meer et al. 2017).

Em populagdes ginodioicas, algumas plantas possuem flores hermafroditas e outras séo
masculinas-estéreis com apenas flores femininas. As plantas com esterilidade masculina tém
uma desvantagem gameética, uma vez que contribuem com genes para a proxima geracao apenas
via dvulos, enquanto que as plantas hermafroditas contribuem através do pélen e 6vulos. Para
que as plantas masculinas-estéreis sejam mantidas na populacéo, elas devem apresentar alguma
vantagem reprodutiva em relacdo as hermafroditas, compensando, assim, a perda da fungéo
sexual masculina (Charlesworth 1981; Gouyon & Couvet 1987; Delph et al. 1999). Esta
compensacao feminina pode ser adquirida por uma realocacdo de recursos em consequéncia do
investimento reduzido na fungdo masculina (Avila-Sakar & Dominguez 2000; Campbell 2000).
A magnitude da compensacdo feminina necessaria para manter os individuos masculinos-
estéreis na populacdo é determinada pelo modo de heranca da esterilidade masculina. No caso
da heranca nuclear, as plantas masculinas-estéreis devem ter pelo menos uma aptidao feminina
duas vezes maior em relagcdo as hermafroditas (Lewis 1941; Charlesworth & Charlesworth
1978; Van Damme & Van Damme 1986). Se a heranca da mutacdo sexual for conduzida por
genes citoplasmaticos ou nucleares-citoplasmaticos, diferencas menores séo suficientes (Ross
& Gregorius 1985; Frank 1989).

A especializagdo sexual parece ocorrer frequentemente em Erythroxylum P. Browne,
um género de plantas morfologicamente distilico. Em um estudo relacionado, foi mostrado que
as plantas brevistilas de E. campestre St. Hil. e E. deciduum A. St. Hil., geralmente, apresentam
grdos de pdlen menos viaveis do que as plantas longistilas, exibindo um sistema, parcialmente,
ginodidico (Matias R. dados do segundo capitulo). Contudo, ndo se sabe ainda se estas espécies
exibem diferencas reprodutivas entre morfos em consequéncia de um efeito compensatério

feminino. Em populacdes de E. havanense Jacq., 0 mesmo padrao de esterilidade masculina foi
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encontrado, de modo que as plantas brevistilas, com especializagdo sexual feminina, tiveram
realocacao de recursos na producdo de mais frutos e sementes, maior velocidade e sucesso de
maturacdo das sementes, melhor taxa de germinacédo e um desempenho vegetativo superior as
plantas longistilas (Avila-Sakar & Dominguez 2000; Cuevas et al. 2005; Rosas et al. 2005). A
compensacdo feminina também pode ser alcangada de outras formas, como maior habilidade
competitiva, maior producéo de flores e producéo de sementes maiores e mais pesadas que tém
maior capacidade de germinacdo (Shykoff et al. 2003; Dufay & Billard 2012). Desta forma, a
evolucdo da especializacdo sexual em espécies distilicas pode levar a diferencgas reprodutivas

entre plantas brevistilas e longistilas como resultado de uma compensagao feminina.

A esterilidade masculina e suas vantagens compensatorias feminina sdo parametros
importantes na evolugdo da especializacdo sexual em plantas sexualmente dimorficas. No
entanto, poucos estudos consideraram os efeitos combinados da esterilidade masculina com o
contexto ecoldgico em que as plantas expressam a compensacao feminina (mas ver, Marshal &
Ganders 2001; Ramsey & Vaughton 2002; Ashman et al. 2004; Cole & Ashman 2005; Stone
& Olson 2018). As interages bioticas sdo um dos principais componentes do cenério ecolégico
que influencia a evolucéo dos sistemas sexuais das plantas (Ashman 2002). As interagdes com
polinizadores (Stone & Olson 2018), herbivoros (Ashman et al. 2004; Cole & Ashman 2005),
patdgenos (Collin et al. 2002) e/ou predadores de sementes (Collin et al. 2002; Boege &
Dominguez 2008) podem reforcar ou restringir os beneficios do efeito compensatdrio feminino
se 0s animais responderem, diferentemente, entre os tipos florais. Em E. havanense, as plantas
brevistilas com esterilidade masculina tiveram maior producdo de frutos e sementes, porém
apresentaram uma maior taxa de sementes predadas, o que potencialmente reduziu a magnitude
do efeito compensatorio (Boege & Dominguez 2008). Nesta mesma espécie, 0s polinizadores
parecem nao ter um efeito sobre a compensacao feminina, uma vez que a frequéncia de visitas

entre os morfos florais foi igual (Dominguez et al. 1997).

A especializacdo sexual é um processo gradual e a presenca de plantas brevistilas
parcialmente masculinas-estéreis em espécies de Erythroxylum pode ser considerado um passo
intermediario entre o hermafroditismo e a ginodioicia (Dominguez et al. 1997; Cuevas et al.
2005). Neste sentido, a esterilidade masculina morfo-tendenciosa ndo ocorre em todas especies.
Em um estudo relacionado, foi mostrado que a distilia parece ser um sistema floral estavel em
populacdes de E. suberosum A.St.-Hil. e E. tortuosum Mart., ja que o nivel de esterilidade dos
gréos de pdlen ndo varia entre os morfos (Matias R. dados do segundo capitulo). Diferente das

populacdes com especializagdo sexual, espera-se que populacGes distilicas estaveis tenham
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plantas brevistilas e longistilas com potencial reprodutivo equivalente (Thompson et al. 2003),
uma vez que ndo existem pressdes seletivas para uma compensacao reprodutiva. Contudo,
algumas excecOes tém sido relatadas, de modo que plantas com especializacdo sexual feminina
ndo tém uma compensacdo reprodutiva teoricamente necessaria para sua persisténcia (Shykoff
et al. 2003; Dufay & Billard 2012) e variac¢des reprodutivas entre morfos ocorrem independente
da especializagdo sexual (Zhu et al. 2015). A presenca de espécies com e sem especializacao
sexual faz com que Erythroxylum seja um excelente modelo para testar se as diferencas

reprodutivas entre morfos sdo resultado de uma compensacéo feminina.

O objetivo especifico deste estudo foi analisar varios tragos reprodutivos em espécies
distilicas de Erythroxylum, verificando se a presenca de uma possivel especializacéo sexual esta
relacionada com a presenca de alguma compensacao reprodutiva. Para permitir um marco
comparativo, foram estudadas quatro espécies. Erythroxylum suberosum e E. tortuosum néo
exibem especializacdo sexual e E. campestre e E. deciduum apresentam uma esterilidade
masculina morfo-tendenciosa, de forma que as plantas brevistilas sdo parcialmente masculinas-
estéreis, exibindo especializacdo sexual feminina. Dentro deste contexto, foram comparadas a
fenologia reprodutiva, a producdo de flores e frutos, e a qualidade dos frutos e sementes das
plantas brevistilas e longistilas de cada espécie. Além disso, a frequéncia de polinizadores e
predacdo de sementes também foram comparadas entre os morfos, uma vez que estes fatores
ecoldgicos podem ter um efeito positivo, negativo, ou neutro na compensacao reprodutiva. Sob
0 pressuposto de que haja uma compensacdo reprodutiva feminina relacionada com a
especializacdo sexual, a hipdtese do estudo é que variagdes entre morfos ocorram apenas em E.
campestre e E. deciduum. Neste sentido, as plantas brevistilas apresentariam alguma vantagem

reprodutiva sobre as longistilas, compensando a perda parcial da fungéo sexual masculina.

METODOLOGIA

Area Estudada - O trabalho de campo foi realizado em uma 4rea denominada “Fazenda Pé do
Morro” (18°06°29” - 18°07°34”S e 47°59°33” - 48°00°15”0) localizada a sete quilometros a
noroeste da area urbana do municipio de Cataldo, Goiés, Brasil Central. A area é de propriedade
da Universidade Federal de Cataldo, e tém aproximadamente 90 hectares, com altitude variando
entre 718 a 830 m acima do nivel do mar (Cardoso & Moreno 2013). A Fazenda Pé do Morro
apresenta formacgdes savanicas e florestais, além de areas alteradas representadas,

principalmente, por pastagem e, em menores porc¢des, por agricultura e area minerada inativa
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(Cardoso & Moreno 2013). As plantas estudadas estavam restritas a fitofisionomias savanicas,
como campo sujo, cerrados ralo, tipico e denso. O clima da regido é marcadamente sazonal,
com uma estacao fria e seca de Maio a Setembro, e outra estacdo quente e chuvosa de Outubro
a Abril (Kdppen 1948); a precipitacdo média anual é de 1522 mm, com 88% da precipitacdo

concentrada entre Outubro e Marco, e a temperatura média anual é de 23 °C (Vieira et al. 2012).

Espécies estudadas - Foram estudadas quatro espécies morfologicamente distilicas de
Erythroxylum, sendo E. campestre, E. deciduum, E. suberosum e E. tortuosum. Estas espécies
ocorrem em alta densidade no Cerrado do Brasil Central, sendo E. campestre uma espécie
subarbustiva, E. suberosum e E. tortuosum arbustivas e E. deciduum arborea. Na area estudada,
todas as populacfes sao isopléticas, apresentando uma razéo equilibrada de plantas brevistilas
e longistilas (Matias R. dados do primeiro capitulo). A reciprocidade dos 6rgdos sexuais baixos
(estigmas brevistilos e anteras longistilas) é maior que a dos 6rgaos altos (estigmas longistilos
e anteras brevistilas) em todas as espécies, menos em E. deciduum (Matias R. dados do primeiro
capitulo). Erythroxylum campestre € autocompativel, enquanto que as outras trés especies
exibem um sistema de incompatibilidade auto e intramorfo, formando frutos apenas por
cruzamentos intermorfos (Matias R. dados do segundo capitulo). As populacdes de E.
campestre e E. deciduum estudadas na Fazenda Pé do Morro exibem uma maior esterilidade
masculina nas flores brevistilas, indicando uma possivel especializacdo sexual via ginodioicia.
Ja E. suberosum e E. tortuosum ndo tiveram diferencga entre morfos quanto a esterilidade dos
grdos de pdlen na mesma area, sugerindo que a distilia seja um sistema floral estavel dentro

destas duas espécies (Matias R. dados do segundo capitulo).

Fenologia reprodutiva e producdo de flores e frutos - Em campo, foram selecionados,
aleatoriamente, 25 individuos (9-Brevistilo e 16-Longistilo) de E. campestre, 20 (9-B e 11-L)
de E. deciduum, 18 (9-B e 9-L) de E. suberosum e 20 (11-B e 9-L) de E. tortuosum para serem
analisados quanto a fenologia de floracdo e frutificacdo. As observacdes fenoldgicas foram
realizadas durante o periodo de maio de 2016 a abril de 2017, registrando a cada quinze dias a
porcentagem de individuos de cada morfo que tinham flores abertas e frutos verdes ou maduros.
Foram selecionados tambem entre 35 a 44 individuos de cada espécie (entre 15 a 28 individuos
por morfo) para avaliar o numero médio de flores abertas por dia. Para analisar o nimero total
de frutos, foram selecionados entre 21 a 48 individuos por espécie (entre 10 a 27 individuos por
morfo), sendo realizada a contagem direta do nimero de frutos formados por planta no final do
periodo de frutificacdo, antes dos frutos serem dispersos. O numero total de frutos e de flores

abertas por dia foram analisados durante as estacdes reprodutivas do ano de 2016 e 2017. Para
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investigar se o0 numero de flores abertas por dia e o nimero total de frutos por planta varia entre
os dois morfos e anos de coleta de cada espécie, foram usados modelos lineares generalizados
(daqui em diante GLMSs) usando a funcdo glm com o pacote Ime4 (Bates et al. 2014). Nestes
modelos, foram usados uma distribuicdo de poisson (apds detectar superdispersao e corrigir 0s
erros padrdo usando modelos quasi-poisson; Zuur et al. 2009) e funcdo log. Morfo floral e ano
de coleta foram tratados como fatores fixos, incluido também a interacdo entre estes fatores.

Qualidade dos frutos - Com intuito de investigar diferencas na qualidade dos frutos entre 0s
morfos, os seguintes aspectos foram analisados nas quatro espécies de Erythroxylum no ano de
2016: comprimento longitudinal do fruto, largura, biomassa fresca total e quantidade de agucar
na polpa. Para isso, foram coletados, aleatoriamente, de 27 a 104 frutos completamente maduros
(frutos com coloragdo vermelha intensa) distribuidos em 13 a 32 individuos por espécie. A
variacdo do namero de frutos coletados foi em consequéncia da disponibilidade de frutos
maduros para cada espécie. As medidas de comprimento longitudinal e largura foram
determinados com auxilio de um paquimetro digital (erro = 0.01 mm). Apds coletados, os frutos
foram transportados imediatamente ao laboratorio, sendo obtidos os valores de biomassa fresca
total dos frutos (peso da polpa + semente) com auxilio de uma balanca de precisdo. Em seguida,
foi retirado o suco da polpa de cada fruto para avaliar a porcentagem de agucar presente na
polpa utilizando um refratbmetro de méo. Para analisar se houve diferencas entre os dois morfos
de cada espécie em relacdo a cada caracteristica investigada dos frutos, foram feitos modelos
lineares de efeitos mistos (daqui em diante LMMs) usando a funcdo Imer com o pacote Ime4
(Bates et al. 2014). Uma vez que foram avaliados de um a até cinco frutos por individuo, o
individuo foi incluido como fator aleatdrio, controlando possiveis efeitos de variacdes
individuais. Ap0s realizar os modelos, foi utilizado o teste de razdo de verossimilhanca com o
pacote car (Fox & Weisberg 2011) para obter o valor de P para a variavel explicativa (morfo
floral). Os valores de biomassa do fruto em E. suberosum e da proporc¢do de agicar na polpa
em E. tortuosum foram transformados em log para melhorar a distribuicdo dos residuos nos

modelos.

Qualidade das sementes - Quanto a qualidade das sementes produzidas, as seguintes
caracteristicas foram analisadas nos diferentes morfos das quatro espécies de Erythroxylum no
ano de 2016: comprimento longitudinal, largura, biomassa fresca, taxa de germinagéo e tempo
inicial de germinacdo das sementes. Em campo, foram coletadas, aleatoriamente, de 27 a 103
sementes de frutos completamente maduros distribuidos em 13 a 32 individuos por espécie

(entre uma a cinco sementes por individuo). Apés coletadas, as sementes foram transportadas
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ao laboratério para beneficiamento, mensura¢ées morfométricas e germinacdo. O processo de
beneficiamento constituiu na retirada manual da polpa do fruto e, posteriormente, assepsia por
meio de imersdo em hipoclorito de sodio (NaClO) a 1% durante um minuto e lavagem em agua
corrente por cerca de cinco minutos (Silva et al. 2008). O comprimento longitudinal e a largura
das sementes foram determinados com auxilio de um paquimetro digital (erro = 0.01 mm) e a
biomassa fresca foi obtida pela pesagem das sementes com balanca de preciséo. Para averiguar
a biomassa fresca e a germinacdo, foram utilizadas apenas sementes que ndo estavam

danificadas e sem nenhum sinal de predacéo (entre 11 a 63 sementes por espécie).

Para germinacdo, as sementes foram colocadas em diferentes Placas de Petri (cada uma
com sementes de apenas um individuo) cobertas com duas folhas de papel filtro e umedecidas
com 4&gua destilada. As sementes foram mantidas em camara de germinacdo tipo B.O.D.
(Biological Oxigen Demand) com fotoperiodo de 12 horas e em temperatura constante de 25°C.
Foi analisada a proporcédo de germinacdo por individuo, calculando-se a quantidade de sementes
que tiveram protrusdo da radicula pela quantidade total de sementes utilizadas no experimento.
As avaliacOes de germinagdo foram feitas, diariamente, até 50 dias ap0s o inicio do experimento
(ap6s 40 dias nenhuma semente iniciou germinacao). A partir destas avaliagdes diarias, o tempo
inicial de germinacdo (em dias, desde o inicio do experimento até a protrusdo da radicula) foi
registrado para cada semente. Diferencas entre morfos em rela¢éo ao comprimento longitudinal,
largura e biomassa fresca das sementes foram analisadas por meio de LMMs, com distribuigéo
gaussiana. Apos realizar estes modelos, um teste de razéo de verossimilhanga foi utilizado para
obter o valor de P. Para as outras caracteristicas das sementes, modelos lineares generalizados
mistos (daqui em diante GLMMs) foram realizados usando a funcéo glmer (pacote Ime4; Bates
et al. 2014), com distribuicdo binomial para a taxa de germinacao, e como distribuigdo poisson
para o tempo inicial de germinacdo. Em todos os modelos (LMMs e GLMMs) o morfo foi
considerado fator fixo e os individuos foram incluidos como fator aleatério. Algumas analises

estatisticas ndo foram realizadas para E. deciduum devido ao pequeno tamanho amostral.

Visitantes Florais - Em campo, observacdes do comportamento de forrageamento dos
visitantes florais foram realizadas em diferentes dias durante o pico de floracdo de cada especie
no ano de 2016 para determinar os fatores que, possivelmente, influenciam no nimero de
visitas. O horario das observacdes foram das 07:00 as 14:00 horas, pois ap0ds as 15:00 horas as
flores murcham e a atividade dos visitantes diminui drasticamente. Entre este intervalo de
tempo, foram realizadas sessdes de observa¢des de 30 minutos em cada individuo, sendo

selecionadas 40 plantas (entre 16 a 24 individuos por morfo), acumulando um total de 20 horas
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observadas para cada espécie. Em cada sessdo de observacgdo foi registrado o morfo floral
(brevistilo ou longistilo), nimero de flores abertas no individuo, nimero de visitas,
comportamento (polinizador ou pilhador) e identidade de cada visitante. Quando possivel, os
visitantes foram fotografados, capturados com auxilio de pucé e, posteriormente, identificados
por especialistas. Para cada espécie, foi realizado um GLMM, modelado com uma distribui¢do
de poisson, usando a funcéo log, para analisar os fatores que influenciam no nimero de visitas
por individuo. Nestes modelos, foram incluidas como variaveis explicativas, morfo, nUmero de
flores abertas e a interacdo entre estes dois fatores. Individuos foram incluidos como fator

aleatorio.

Predacdo de sementes - Para averiguar a taxa de predacdo das sementes em campo, foram
coletadas, aleatoriamente, de 27 a 104 sementes distribuidas em 13 a 31 individuos (entre uma
a cinco sementes por individuo) selecionados por espécie no ano de 2016. Apds a coleta e 0
despolpamento dos frutos em laboratdrio, estas sementes foram analisadas quanto a presenca
ou auséncia de predacdo, a partir do consumo do endosperma. Os predadores, comumente,
consomem o endosperma das sementes, fazendo com que a predacéo seja facilmente estimada
em espécies de Erythroxylum pois as sementes predadas apresentam uma consisténcia macia
(Boege & Dominguez 2008). Outros indicios de predacao, como a presenca de qualquer orificio
no tegumento das sementes também foram levados em consideracdo. Foi analisado se havia
diferengas entre os morfos em relacdo a quantidade de sementes predadas de cada espécie
através de GLMMs, com distribuicdo binomial usando a funcéo logit. Nestes modelos, morfo
floral foi considerado fator fixo e individuos foram incluidos como fator aleatdrio. Todas as

analises estatisticas foram realizadas com o programa R (R Core Team 2017).

RESULTADOS

Fenologia reprodutiva - Baseado em uma inspecdo visual, ndo houve diferencas nitidas na
intensidade de floragdo entre morfos dentro da mesma espécie que pudesse indicam um efeito
compensatorio nas plantas brevistilas (Fig. 1). As quatro espécies apresentaram sobreposi¢édo
no periodo de floracéo e frutificacdo. De maneira geral, as plantas floresceram entre o periodo
de julho a novembro, sendo que o tempo de floracdo de cada espécie variou de um més e meio
(E. deciduum) até quatro meses (E. campestre e E. tortuosum). Raramente, foram encontradas
plantas brevistilas e/ou longistilas florescendo fora do periodo de julho a novembro. Frutos

comecaram a ser registrados de 15 a 45 dias apés o inicio da floracdo de cada espécie. Embora
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o tempo de frutificacdo de cada espécie tenha variado de trés (E. deciduum) até oito meses (E.
campestre), as quatro espécies tiveram pico de frutificagdo durante outubro-novembro (Fig. 1).

Producédo de flores e frutos - Erythroxylum campestre e E. deciduum, que apresentam
especializacdo sexual feminina no morfo brevistilo, ndo tiveram compensacao reprodutiva no
numero de flores abertas diariamente ao longo do periodo de floracdo e no nimero total de
frutos formados no final do periodo de frutificacdo, uma vez que ndo apresentaram diferencas
entre os morfos (Tab. 1 e 2). Diferengas entre morfos também ndo foram registradas para E.
suberosum e E. tortuosum quanto a estas caracteristicas (Tab. 1 e 2). Mesmo que algumas
espécies tenham apresentado variacGes entre anos de coleta, a auséncia de significancia
estatistica nos valores de interagcio mostra que ndo ha diferenca entre morfos

independentemente do ano estudado para todas as espécies (Tab. 1 e 2).

Qualidade dos frutos e sementes - Em geral, os resultados indicaram que as caracteristicas dos
frutos e sementes avaliadas ndo demonstram variagdes entre morfos que possam indicar um
efeito compensatorio nas espécies. Em E. campestre, espécie com especializacdo sexual, foi
encontrado um efeito significativo do morfo em duas caracteristicas avaliadas quanto a
qualidade das sementes (Tab. 3). Entretanto, isso, provavelmente, ndo esta relacionada a um
efeito compensatdrio do morfo brevistilo, pois foram as plantas longistilas que apresentaram
sementes mais largas e maior rapidez na germinacdo das sementes. Por mais que as sementes
longistilas germinem mais rapido, o sucesso de germinacdo entre o morfo brevistilo e longistilo
ndo foi, estatisticamente, diferente para esta espécie (Tab. 3). Nenhuma diferenca significativa
entre os morfos foi encontrada para as variaveis estudadas nas outras trés espécies,
independentemente se apresentavam (E. deciduum) ou ndo (E. suberosum e E. tortuosum)

especializacdo sexual (Tab. 3).

Visitantes Florais - As analises dos fatores que podem influenciar na taxa de visitagcdo
mostraram que houve diferengas no nimero de visitas entre morfos apenas em E. deciduum
(Tab. 4), de modo que as plantas brevistilas receberam mais visitas por intervalo de tempo do
que as plantas longistilas (Fig. 2). O namero de flores abertas por individuo teve um efeito
significativo no nimero de visitas de E. deciduum e E. tortuosum, mostrando que plantas com
mais flores recebem mais visitas (Tab. 4). A interacdo entre morfo e nimero de flores abertas

teve um efeito significativo no nimero de visitas de E. suberosum e E. tortuosum (Tab. 4).

A riqueza de visitantes florais, assim como o numero total de visitas por individuo foi

variavel entre as espécies. Foram registradas um total de 75 espécies de visitantes nas quatro
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Erythroxylum, incluindo abelhas (30 spp.), vespas (27 spp.), borboletas (10 spp.) e moscas (8
spp.). A identificacdo desses insetos, juntamente com sua frequéncia relativa de visitas em cada
espécie de Erythroxylum, estdo incluidas no Material Suplementar (Tab. S1). Individuos de E.
deciduum foram os que receberam a maior riqueza de visitantes florais com 34 espécies (Fig.
3) e foram os mais visitados com média de 4.6 visitas por intervalo de 30 minutos. J& 0s
individuos de E. tortuosum, foram 0s que receberam a menor riqueza de visitantes com 14

especies (Fig. 3) e foram os menos visitados com média de 1.9 visitas por intervalo.

Em todas as Erythroxylum estudadas, as abelhas s@o os principais visitantes florais em
porcentagem total de visitas (> 65% das visitas) e em nimero de espécies visitantes (Fig. 3).
Megachile (Leptaclina) lactea foi o visitante mais frequente em E. campestre (21.31% das
visitas), Apis mellifera o principal visitante em E. deciduum (22.31% das visitas) e Paratrigona
lineata 0 mais abundante em E. suberosum (18.18% das visitas) e E. tortuosum (31.03% das
visitas; Tab. S1). O contato com os érgdos sexuais das flores pode indicar que todos os visitantes
florais sdo polinizadores (Fig. 4). Entretanto, as espécies de moscas e algumas de abelhas
(Ceratinula sp., Trigonisca sp. e P. lineata) possuem o tamanho corporal pequeno em relacéo
as flores de Erythroxylum, de modo que em algumas flores, elas podem n&do contatar os 6rgaos

sexuais mais altos (anteras brevistilas e estigmas longistilas; Fig. 4D).

Predacdo de sementes - A intensidade de predacdo de sementes por planta (proporcdo de
sementes danificadas) mostrou uma notavel variacdo entre as espécies. Erythroxylum deciduum
(média de 0.43 + 0.45 sementes) e E. suberosum (0.43 + 0.35 sementes) foram as espécies que
tiveram mais sementes predadas, seguidas por E. campestre (0.09 + 0.27 sementes) e E.
tortuosum (0.08 + 0.24 sementes). Embora tenha apresentado uma certa variacao entre as
espécies, a intensidade de sementes predadas ndo foi diferente entre as plantas brevistilas e

longistilas dentro de uma mesma espécie (Tab. 5).

DISCUSSAO

Neste estudo, foram feitas comparagdes entre plantas brevistilas e longistilas de quatro
especies de Erythroxylum quanto aos polinizadores, predacdo de sementes e varias outras
caracteristicas reprodutivas. Como esperado, os resultados mostraram que para as espécies que
ndo apresentam uma especializagdo sexual (E. suberosum e E. tortuosum), os morfos florais

nédo diferem, significativamente, em nenhum parametro reprodutivo examinado. No entanto,



91

apesar de diferencas entre morfos ocorrerem nas espécies com especializagdo sexual (E.
campestre e E. deciduum), nenhuma das varia¢fes encontradas evidenciam uma compensagao
reprodutiva feminina das plantas brevistilas. Assim, 0s recursos economizados pela menor
producdo de grdos de polen viaveis, possivelmente, ndo sdo redirecionados para um maior
desempenho reprodutivo feminino das plantas brevistilas. Em E. campestre, contrariamente ao
esperado, as sementes longistilas sdo mais largas e germinam mais rapidas do que as brevistilas.
Ja em E. deciduum, as plantas brevistilas sdo mais visitadas pelos polinizadores do que as
longistilas, porém isso ndo acarretou em uma maior producéo de frutos em plantas brevistilas,

néo levando a uma compensacao reprodutiva deste morfo.

Estudos com meta-analise (Shykoff et al. 2003) e de revisdo (Dufay & Billard 2012)
mostraram que a maioria das espécies ginodiodicas investigadas tiveram evidéncias de
compensacao feminina em pelo menos uma caracteristica reprodutiva estudada. Os resultados
destes estudos se encaixam nas previsdes tedricas de que mutacdes responsaveis pela
esterilidade masculina deveriam se beneficiar de uma melhor transmissao através da aptidao
feminina para invadir populagdes hermafroditas (Lewis 1941; Frank 1989; Gouyon et al. 1991;
Bailey et al. 2003; Dufay et al. 2007). No entanto, nenhuma possivel compensacédo reprodutiva
mensurada foi encontrada nas plantas brevistilas de E. campestre e E. deciduum. Estes
resultados também contrastaram com estudos realizados com a cogenérica E. havanense, no
qual as plantas brevistilas apresentaram vantagens reprodutivas significativas sobre as
longistilas (Avila-Sakar & Dominguez 2000; Rosas et al. 2005). No entanto, a esterilidade
masculina das plantas brevistilas de E. havanense é mais pronunciada, havendo populagdes
com plantas completamente estéreis (Rosas et al. 2005). Embora algumas espécies estudadas
aqui tenham apresentado diferencas na producdo de flores e/ou frutos entre 2016 e 2017, a
auséncia de diferencas entre morfos em todas espécies, independente do ano, sugere que a falta

de compensacéo reprodutiva € uma caracteristica constante dentro das populagdes.

A compensacdo feminina é encontrada na maioria, mas ndo em todas as populagoes
ginodidicas (e.g. Alonso & Herrera 2001; Shykoff et al. 2003; Garcia et al. 2005; Dufay et al.
2010; Dufay & Billard 2012). Desta forma, embora a compensacgdo feminina possa ser uma
condicéo suficiente para a manutengdo de individuos femininos, esta condigdo ndo é necessaria,
uma vez que a compensacao nem sempre € detectada em populagdes com alta frequéncia de
esterilidade masculina (ver Alonso & Herrera 2001; Gércia et al. 2005). Em alguns casos, a
falta de compensacdo feminina pode estar relacionada com um ndmero restrito de

caracteristicas reprodutivas investigadas (Dufay & Billard 2012). No entanto, em Beta vulgaris
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L. (Amaranthaceae; Dufay et al. 2009), Plantago maritima L. (Plantaginaceae; Dinnetz &
Jerling 1997) e Raphanus sativus L. (Brassicaceae; Murayama et al. 2004; Miyake et al. 2009)
nenhuma compensacdo foi registrada mesmo investigando inimeros tracos reprodutivos. A
falta de compensacdo ocorreu também em populacdes ginodidicas de Daphne laureola L.
(Thymelaeaceae; Alonso & Herrera 2001), tanto nos aspectos relacionados a fecundidade
quanto no desempenho vegetativo. Nestas espécies, assim como em E. campestre e E.
deciduum, outros mecanismos parecem estar envolvidos na manutencdo de individuos com

esterilidade masculina.

A isopletia nas populac@es estudadas (Matias R. dados do primeiro capitulo) indicam
pressbes de selecdo favoraveis a manutencdo dos dois morfos, sendo necessarias alternativas
para explicar como um genotipo de esterilidade masculina pode invadir e persistir nas plantas
brevistilas sem haver um efeito compensatorio. Para alguns autores (Dufay & Billard 2012),
parece improvavel que individuos com esterilidade masculina sejam mantidos nas populagdes
sem se beneficiar de uma vantagem seletiva e, assim, depender apenas de mutacGes que seriam
mantidas por processos estocasticos. Espécies com esterilidade masculina nuclear-
citoplasmatica, como as Erythroxylum (Dominguez et al. 1997; Del-Carlo & Buzato 2006),
teoricamente necessitam de uma compensacao feminina muito baixa para manter as plantas
masculinas-estéreis em alta frequéncia (Gouyon et al. 1991; Dufay et al. 2007), sendo dificil
detectar, estatisticamente, qualquer efeito. Embora n&o tenha exibido diferenca significativa, a
qualidade dos frutos e sementes das plantas brevistilas de E. deciduum s&o melhores do que as
longistilas em todos os parametros avaliados. Porém, o numero amostral para esta espécie foi
reduzido devido poucos frutos terem chegado a fase final de maturacdo. Uma outra hipotese
provavel é que a compensacao feminina possa ocorrer em alguma caracteristica de aptiddo que

n&o foi investigada.

Uma variacao contraria ao esperado para a compensac¢do feminina foi encontrada em E.
campestre. Sementes brevistilas foram menores e demoraram mais para germinar do que as
longistilas, sugerindo uma maior depressdao endogamica. A principio, a tendéncia era que 0s
dois morfos tivessem niveis semelhantes de depressdo endogamica, uma vez que E. campestre
é autocompativel (Matias R. dados do primeiro capitulo). Para que estas variagdes na qualidade
das sementes sejam resultado de diferencas no nivel de depressdo endogamica, sugere-se que
haja uma competi¢cdo gametofitica mais acentuada nas flores longistilas. Estudos com espécies
heterostilicas autocompativeis, como Eichhornia paniculata (Spreng.) Solms (Pontederiaceae),

mostraram que o crescimento dos tubos polinicos legitimos é mais rapido do que os ilegitimos
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independente do morfo (McKenna 1992; Cruzan & Barrett 2016). Entretanto, devido a maior
distancia que os tubos polinicos devem percorrer, espera-se que a sele¢cdo gametofitica tenha
uma maior oportunidade de ocorrer nos estiletes longos (McKenna 1992). Assim, mesmo que
a polinizacdo legitima aconteca apos a ilegitima nas flores longistilas, o tubo polinico legitimo
pode chegar primeiro no 6vulo. Os estiletes curtos das flores brevistilas podem reduzir estas
chances e, consequentemente, ter maior taxa de autofecundagéo e depressédo endogamica.

As plantas brevistilas de E. deciduum s&o mais visitadas do que as longistilas e embora
esta variacdo indique que os polinizadores possam ter potencial para levar a uma compensacao
feminina, a quantidade e qualidade de frutos e sementes formadas nédo diferiu entre os morfos.
Um estudo realizado na mesma area mostrou que dentre as Erythroxylum estudadas, apenas E.
deciduum ndo apresenta limitagdo polinica (Matias R. dados do primeiro capitulo). Assim, por
mais que a taxa de visitas seja diferente, os dois morfos tém producdo maxima de frutos. Flores
de Erythroxylum possuem apenas um 6vulo funcional (Loiola et al. 2007; Silva et al. 2016) e
um numero minimo de visitas e graos de pélen compativeis depositado nos estigmas pode ser
suficiente para que a polinizagéo tenha sucesso. Os individuos de E. deciduum foram os que
receberam mais visitas e, desta forma, a falha de polinizacdo deve ser baixa em ambos 0s
morfos. O alto nimero de visitas pode ter sido influenciado pelo florescimento sincronizado
dos individuos e grande quantidade de flores abertas. O tamanho da exposicao floral € um dos
principais fatores que influenciam a atracdo e o comportamento dos polinizadores (Ashman
2000; Ashman & King 2005). Contudo, o tamanho da exposic¢éo floral ndo explica a preferéncia
dos polinizadores pelas flores brevistilas, uma vez que ndo existe diferenca entre morfos quanto

ao tamanho das pétalas, nimero de flores abertas por dia, e intensidade e padrdo de floracéo.

Espécies de Erythroxylum apresentam uma variedade de estratégias reprodutivas e
dependendo das condigdes, a distilia pode ser um sistema evolutivamente estavel, ou evoluir
para homostilia, agamospermia, ginodioicia ou para dioicia (Bawa & Opler 1975; Ganders
1979; Berry et al. 1991; Barros 1998; Pailler et al. 1998; Cuevas et al. 2005; Rosas et al. 2005).
A auséncia de diferencas significativas entre morfos quanto as caracteristicas reprodutivas
investigadas nas populagdes de E. suberosum e E. tortuosum sugerem a estabilidade do sistema
distilico nestas duas espécies. A ocorréncia de incompatibilidade auto e intramorfo, populacdes
isopléticas e auséncia de esterilidade masculina morfo-tendenciosa (Barros 1998; Del-Carlo &
Buzato 2006; Matias R. dados do primeiro e segundo capitulo) reforcam a ideia de que ndo ha
movimento em direcdo a especializacdo sexual ou autofecundacdo. Del-Carlo & Buzato (2006),

estudando uma populacéo de E. suberosum, registraram formacao de estaminodios em algumas
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flores brevistilas e longistilas, o que ndo ocorre nas populacfes estudadas aqui. Apesar da
formacdo de estaminddios, estes autores (Del-Carlo & Buzato 2006) também consideraram o
sistema distilico como estavel em E. suberosum, pois a esterilidade masculina ocorre em baixa
frequéncia em ambos os morfos, e ndo hd compensacéo reprodutiva para a perda da funcéo

masculina dentro dos individuos.

Os resultados deste estudo sugerem que a especializa¢do sexual em E. campestre e E.
deciduum ndo esta diretamente relacionada com a presenca de uma compensagao reprodutiva
e, atualmente, ndo se sabe qual mecanismo mantém as plantas com esterilidade masculina
nestas populacGes. Embora tenha sido avaliado as principais caracteristicas nas quais a
compensacdo feminina pode aparecer (ver Shykoff et al. 2003; Dufay & Billard 2012), uma
possivel vantagem na aptiddo das plantas brevistilas pode acontecer em estagios posteriores do
ciclo reprodutivo, ap6s a germinacdo. Observacdes de emergéncia e sobrevivéncia de plantulas
sd0 necessarias para inferir com confianca a auséncia de um efeito compensatério feminino.
Além destes tracos, muitos outros, como a sobrevivéncia de adultos, probabilidade de floragédo
e idade na primeira floracdo, raramente séo investigados (Dufay & Billard 2012). Em espécies
perenes, como € o caso das Erythroxylum, um melhor desempenho através de uma destas
caracteristicas pode aumentar a producao de sementes ao longo da vida (ver Morris & Doak
1998 para um exemplo em Silene acaulis (L.) Jacq.). A esterilidade masculina apenas parcial e
a aparente falta de compensacgéo feminina nas plantas brevistilas de E. campestre e E. deciduum,
poderiam ser interpretadas como evidéncia de uma origem evolutiva relativamente recente em
direcdo a ginodioicia. No entanto, a falta de uma compensacdo reprodutiva pode representar

uma restricdo a evolucdo da especializacdo sexual.
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Figura 2. Frequéncia de visitacdo (nimero de visitas em intervalos de 30 minutos) em plantas

brevistilas e longistilas de quatro espécies de Erythroxylum em uma area de Cerrado do Brasil

Central. Os resultados sdo mostrados em média e erro padrdo. O numero de individuos e

intervalos de tempo amostrados estdo entre parénteses. Erythroxylum deciduum foi a Unica

espécie que apresentou varia¢do na taxa de visitacdo entre os morfos florais (Z = 2.366; d.f. =

1: P = 0.018).
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Figura 3. Porcentagem de visitas realizadas por diferentes grupos de visitantes florais em
individuos de quatro espécies distilicas de Erythroxylum em uma érea de Cerrado no Brasil
Central. O numero de espécies de cada grupo de visitante também é mostrado acima de cada

barra.



Figura 4. Algumas abelhas e vespas visitantes florais de quatro espécies de Erythroxylum em

uma area de Cerrado no Brasil Central. A: Flor longistila de E. campestre visitada por espéecie
de Megachilidae. B: Flor brevistila de E. deciduum visitada por Augochloropsis cf. smithiana
(Halictidae). C: Flor longistila de E. suberosum visitada por Pepsis sp. (Pompilidae). D: Flor

brevistila de E. tortuosum visitada por Paratrigona lineata (Apidae).
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Tabela 1. Valores médios (£ desvio padrdo) do nimero de flores abertas por dia e da quantidade
total de frutos formados naturalmente durante dois anos em plantas brevistilas e longistilas de
quatro espécies de Erythroxylum em uma area de Cerrado do Brasil Central. Entre parénteses

sdo mostrados a quantidade de individuos amostrados.

L Numero de flores abertas por dia NUmero total de frutos produzidos
Espécie/Ano — — — —
Brevistila Longistila Brevistila Longistila
Erythroxylum campestre
2016 3.25+2.44 (16) 5.67 £ 6.38 (24) 37.00 £ 31.02 (18) 39.33 £55.79 (27)
2017 2.28 £ 2.54 (16) 4.11 + 3.63 (28) 37.17 + 38.52 (18) 38.91 +59.47 (22)
Erythroxylum deciduum
2016 48.63 £ 60.39 (19) 56.43 +101.83 (21) 31.24 + 69.42 (17) 11.70 £ 19.22 (23)
2017 53.00 £ 75.48 (15)  35.85 +53.89 (20) 232.27 £ 295.65 (11) 317.88 £+ 460.54 (16)
Erythroxylum suberosum
2016 16.70 £ 23.84 (20)  24.65 + 46.80 (20) 77.13+148.51 (23)  80.00 + 108.13 (20)
2017 29.44 +53.33 (18) 29.30 +48.27 (23) 294.18 £391.70 (11) 173.10 +291.98 (10)
Erythroxylum tortuosum
2016 25.89 +37.08 (18)  10.14 +8.05 (22) 46.67 + 107.58 (24) 7.96 £ 10.05 (24)
2017 80.80 £ 102.98 (20) 63.00 + 122.07 (20) 563.25 +1036.12 (20) 327.17 +520.68 (18)

Tabela 2. Resultados das anélises dos modelos lineares generalizados (distribuicdo de erro
quasi-poisson) averiguando os efeitos do morfo, ano de coleta e suas interagdes no nimero de
flores abertas por dia e no nimero total de frutos produzidos por individuo em quatro espécies
de Erythroxylum em uma area de Cerrado do Brasil Central. Os valores em negrito representam
diferengas estatisticamente significativas.

Espécie/Fonte de variagio Flores abertas por dia Total de frutos produzidos
t d.f P t d.f P

Erythroxylum campestre

Morfo 1.722 1 0.089 0.156 1 0.876
Ano de coleta 0.359 1 0.721 0.010 1 0.992
Ano de coleta x Morfo 0.373 1 0.710 0.027 1 0.978
Erythroxylum deciduum

Morfo 0.318 1 0.752 0.801 1 0.426
Ano de coleta 0.167 1 0.868 2.566 1 0.013
Ano de coleta x Morfo 0.748 1 0.457 1.005 1 0.319
Erythroxylum suberosum

Morfo 0.637 1 0.526 0.060 1 0.952
Ano de coleta 0.941 1 0.349 2.566 1 0.013
Ano de coleta x Morfo 0.499 1 0.619 0.705 1 0.484
Erythroxylum tortuosum

Morfo 1.121 1 0.266 0.862 1 0.391
Ano de coleta 2.106 1 0.039 3.034 1 0.003

Ano de coleta x Morfo 0.747 1 0.457 0.585 1 0.560
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Tabela 3. Valores médios (+ desvio padrdo) de quatro variaveis relacionadas com a qualidade
dos frutos e cinco relacionadas a qualidade das sementes de plantas brevistilas e longistilas de
quatro especies de Erythroxylum em uma area de Cerrado do Brasil Central. Apos os valores
médios e desvio padréo, sdo apresentados entre parénteses a quantidade de frutos ou sementes
analisadas. Os valores de x2 (ou Z) e P dos modelos de cada variavel para cada espécie também
sdo mostrados. Em todos os casos, o grau de liberdade € igual a 1.

L . Morfo Floral Modelo
Espécie/Variavel — —
Brevistila Longistila X2 P
Erythroxylum campestre
Comprimento do fruto (mm) 8.85 +1.54 (21) 8.84 £0.70 (38) 0.038 0.846
Comprimento da semente (mm) 7.49 £1.40 (21) 7.81£0.72 (38) 1.318 0.251
Largura do fruto (mm) 6.58 £ 0.77 (21) 6.81 + 0.66 (38) 0.746 0.388
Largura da semente (mm) 4.23 £0.64 (21) 4.68 £ 0.54 (38) 4.979 0.026
Biomassa do fruto (g) 0.23+0.07 (21) 0.26 =+ 0.06 (38) 3.021 0.082
Biomassa da semente (g) 0.10 £ 0.03 (18) 0.11 £0.02 (37) 1.804 0.179
Acucar na polpa (%) 23.58 £6.71 (12) 23.65 +£5.29 (17) 0.032 0.858
Sucesso de germinacao (%) 0.53 £ 0.51 (18) 0.70 £ 0.41 (37) 1.248 0.212
Tempo de germinacao (dias) 24.10 £ 6.92 (10) 18.32 £ 9.91 (28) 2.386! 0.017
Erythroxylum deciduum
Comprimento do fruto (mm) 9.70 £ 0.85 (5) 8.44 +0.97 (22) 1.993 0.158
Comprimento da semente (mm) 9.16 +0.71 (5) 7.81+0.96 (22) 3416 0.065
Largura do fruto (mm) 5.08 + 1.01 (5) 4.92 +0.64 (22) 0.120 0.729
Largura da semente (mm) 3.94 +0.65 (5) 3.75+0.59 (22) 0.001 0.987
Biomassa do fruto (g) 0.16 +0.07 (5) 0.12 £0.05 (22) 0.122 0.727
Biomassa da semente (g) 0.07 (2) 0.07 £ 0.02 (9) - -
Acucar na polpa (%) 13.00 (1) 17.50 £ 5.32 (6) - -
Sucesso de germinacédo (%) 0.50 (2) 0.75+£0.42 (9) - -
Tempo de germinagdo (dias) 7.00 (1) 9.71+3.95(7) - -
Erythroxylum suberosum
Comprimento do fruto (mm) 6.65 + 0.68 (53) 6.43 £ 0.69 (51) 0.719 0.397
Comprimento da semente (mm) 5.79 £ 0.60 (52) 5.55+0.61 (51) 1.363 0.243
Largura do fruto (mm) 5.18 £0.72 (53) 491 +0.64 (51) 0.449 0.503
Largura da semente (mm) 3.82+£0.41 (52) 3.45+0.39 (51) 0.272 0.602
Biomassa do fruto (Q) 0.10 £ 0.03 (53) 0.08 £ 0.03(51) 0.966 0.326
Biomassa da semente (g) 0.04 £0.02 (33) 0.04 £0.01 (23) 0.081 0.776
Acucar na polpa (%) 19.96 + 6.93 (26) 20.25 £ 5.11 (20) 0.008 0.928
Sucesso de germinacéo (%) 0.46 £ 0.44 (33) 0.45 £ 0.47 (22) 0.103'* 0.918
Tempo de germinacdo (dias) 16.82+11.73(17) 14.18+5.38(11) 0.630' 0.529
Erythroxylum tortuosum
Comprimento do fruto (mm) 6.62 £ 0.55 (42) 6.93+0.74 (28) 0.764 0.382
Comprimento da semente (mm) 6.21 £ 0.51 (42) 6.53 £ 0.77 (28) 1500 0.221
Largura do fruto (mm) 4.46 £ 0.42 (42) 4.82 £ 0.60 (28) 0.744  0.389
Largura da semente (mm) 3.51+0.30 (42) 3.72 £ 0.50 (28) 0.545 0.462
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Biomassa do fruto (g) 0.08 £ 0.02 (42) 0.10 £ 0.03 (28) 0.692 0.405
Biomassa da semente (g) 0.04 £0.01 (41) 0.04 £0.01 (23) 0.938 0.333
Acucar na polpa (%) 16.21 + 2.61 (14) 16.11 +3.79 (9) 0.008 0.928
Sucesso de germinacdo (%) 0.63 £0.42 (41) 0.84 £0.32 (22) 1.272'  0.203
Tempo de germinacao (dias) 13.54 + 7.18 (24) 11.67 £ 6.26 (18) 0.919! 0.358

L valores Z dos modelos.

Tabela 4. Resultados das analises dos modelos lineares generalizados mistos (distribuicdo
poisson) averiguando alguns fatores que possam afetar a taxa de visitacdo (nimero de visitas/30
minutos; ver Material e Métodos para mais detalhes) em individuos de quatro espécies de
Erythroxylum em uma &rea de Cerrado do Brasil Central. Os valores em negrito representam

diferencas estatisticamente significativas.

Fonte de variacio E. campestre E. deciduum E. suberosum E. tortuosum
¢ Z df. P Z df P Z df P Z df. P
Morfo 1.026 1 0305 2366 1 0.018 1.139 1 0.255 0.055 1 0.956

Ndmero de flores 1593 1 0111 2917 1 0.004 1.772 1 0.076 5.645 1 <0.001
Morfo x N° de flores 0.778 1 0437 0211 1 0.833 2.022 1 0.043 1985 1 0.047

Tabela 5. Valores médios (+ desvio padrdo) da proporcdo de sementes predadas em plantas
brevistilas e longistilas de quatro espécies de Erythroxylum em uma area de Cerrado do Brasil
Central. Os valores estatisticos dos modelos lineares generalizados mistos (distribuicdo
binomial) analisando diferencas entre morfos também sdo mostrados. Entre parénteses séo

indicados a quantidade de individuos amostrados.

Espécie — Morto Floral — z d.f. P
Brevistila Longistila

Erythroxylum campestre ~ 0.17 £ 0.35 (9) 0.05+£0.22 (20) 0.247 1 0.805

Erythroxylum deciduum 0.50 + 0.58 (4) 0.39+042(9)  0.402 1 0.687

Erythroxylum suberosum 0.36 £+ 0.30 (17)  0.52+0.39 (14) 1.102 1 0.270

Erythroxylum tortuosum  0.01 £ 0.03 (12) 0.15+£0.32(13) 1.838 1 0.066
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Tabela S1. Espécies de visitantes florais e sua frequéncia relativa de visitas em flores de quatro

espécies distilicas de Erythroxylum em uma érea de Cerrado do Brasil Central.

Familia/espécies de visitantes florais

Porcentagem de visitas nas espécies de plantas

E. campestre

E. deciduum

E. suberosum

E. tortuosum

Abelhas

Apidae
Apis mellifera
Cephalotrigona capitata
Ceratina sp.
Ceratinula sp.
Exomalopsis fulvofasciata
Geotrigona subterranea
Paratrigona lineata
Scaptotrigona sp.
Tetragonisca angustula
Tetrapedia sp.
Trigona hyalinata
Trigona spinipes
Trigonisca sp.
Xanthopedia sp.
Xylocopa cf. subcyanea

Halictidae
Augochlora sp.
Augochlorella ephyra
Augochloropsis cf. smithiana
Augochloropsis sp. 1
Augochloropsis sp. 2
Augochloropsis sp. 3
Rhinocorynura sp.

Megachilidae
Austrostelis siluerai
Coelioxys sp.
Epanthidium cf. anisitsi
Megachile (Austrosarus) frankieana
Megachile (Leptaclina) lactea
Megachile (Pseudocentron) sp.
Megachile sp.
sp.

Vespas

Crabonidae
Bembix sp.
sp.

Pompilidae
Pepsis sp.
sp.

Sphecidae
Prionyx sp.
sp. 1
sp. 2
sp. 3
sp. 4
sp. 5
sp. 6

Vespidae (Eumeninae)
sp.1
sp. 2
sp. 3
sp. 4

Vespidae (Polistinae)

0.82

12.30
4.10

2231

1.65
1.65
3.31
5.79
4.13
10.74

2.48

2.48

2.48
5.79

0.83
0.83

0.83
0.83

0.83
0.83

3.03
3.03
3.03

27.59



Brachygastra sp.
Polibia cf. cericia
Polistes billardieri
Polistes satan
Polistes subsericius
Polistes sp. 1
Polistes sp. 2
sp. 1
sp. 2
sp. 3
sp. 4
sp. 5
Borboletas

sp. 1
sp. 2
sp. 3
sp. 4

Hesperiidae
Nyctelius nyctelius
sp. 1
sp. 2

Lycaenidae
Strephonota sp.
sp.

Pieridae
sp.

Moscas

sp. 1
sp. 2
sp. 3

Bombyliidae
sp. 1
sp. 2
sp. 3
sp. 4

Syrphidae
Pseudodoros sp.

1.64
0.82
1.64
0.82

0.82

1.64

0.82
0.82

0.82
0.82

1.65
9.09
1.65

0.83

0.83

0.83
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Total de espécies visitantes

32

34

14
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados encontrados nesta tese, é possivel dizer que as espécies de
Erythroxylum estudadas exibem varia¢6es no sistema floral distilico quanto aos componentes
morfologicos (nivel de hercogamia reciproca; razao entre morfos; caracteristicas do polen) e/ou
fisioldgicos (quebra do sistema de incompatibilidade). Os aspectos morfoldgicos do primeiro
capitulo subsidiam e incentivam futuros estudos de evolucgdo e funcionalidade da heterostilia
em Erythroxylum, além também de possibilitar conclusdes relevantes para um grupo de plantas
pouco estudado, porém abundante no Cerrado. Pela primeira vez, foram fornecidas informacdes
a respeito das variagdes na razdo dos morfos em diferentes populacdes. Estudos anteriores com
espécies heterostilicas de Erythroxylum ndo encontraram tais variacdes. Dentre as espécies
estudadas, E. campestre merece uma maior atencdo por apresentar populagdes monomorficas,
anisopléticas e isopléticas. Também foram encontradas varia¢fes substanciais na posicdo das
anteras e estigmas, bem como no nivel de hercogamia reciproca entre espécies e populacdes.
Estes resultados sdo importantes para entender a funcionalidade do sistema distilico e as

implicacdes da variagdo morfoldgica para a promogéo da transferéncia de pélen intermorfo.

Embora as quatro espécies estudadas sejam morfologicamente distilicas, todas elas
possuem algum grau de esterilidade masculina e os resultados do segundo capitulo sugerem
que E. campestre e E. deciduum possam estar em um processo de especializacao sexual. Estas
duas espécies apresentam esterilidade masculina morfo-tendenciosa, com flores brevistilas
produzindo menor proporcdo de grdos de pélen viaveis, sendo este resultado consistente com
trabalhos relacionados. O motivo da esterilidade masculina morfo-tendenciosa ocorrer apenas
em determinadas espécies ainda ndo estd claro. Acredita-se que as caracteristicas geneticas
intrinsecas de cada tdxon tém uma certa influéncia, de modo que cada espécie responde de
maneira diferente perante as mesmas pressoes seletivas que estdo submetidas. Uma vez que
existe uma dependéncia reprodutiva entre os morfos florais, espera-se que a esterilidade
masculina associada as plantas brevistilas de E. campestre e E. deciduum pudessem afetar a
funcdo feminina das longistilas, resultando no estabelecimento de uma dioicia funcional.
Contudo, ndo foram encontradas relacGes entre a esterilidade masculina de um morfo e o

sucesso reprodutivo do morfo oposto.

O fato das flores brevistilas apresentarem esterilidade masculina apenas parcial e
produzirem muitos gréos de polen, provavelmente, esta ligado a esterilidade nao ter chegado a

um limiar que afete a funcdo feminina do morfo oposto. Assim, E. campestre e E. deciduum
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podem estar em um estagio intermediario para a dioicia via ginodioicia. Se considerarmos que
h& um continuo de estagios evolutivos entre o hermafroditismo e a dioicia, estas duas espécies
podem representar um passo inicial no continuo. No entanto, os modelos evolutivos da
ginodioicia sugerem que para as plantas com esterilidade masculina (brevistilas) persistirem,
elas devem apresentar alguma vantagem reprodutiva sobre as hermafroditas (longistilas). Os
resultados do terceiro capitulo indicam que as plantas brevistilas de E. campestre e E. campestre
ndo exibem nenhuma vantagem reprodutiva por meio da realocacdo de recursos sobre as
longistilas. Isto pode representar uma restri¢do a evolucédo da esterilidade masculina nas plantas
brevistilas e, consequentemente, a evolucdo da ginodioicia. Diferentemente das duas espécies
com indicio de especializagdo sexual, em E. suberosum e E. tortuosum, a distilia parece ser um
sistema floral, evolutivamente, estavel. Isto porque a esterilidade masculina ocorre em baixa
frequéncia em ambos os morfos (ndo existindo esterilidade morfo-tendenciosa) e ndo foram
encontradas variagOes entre plantas brevistilas e longistilas quanto aos tracos reprodutivos
analisados.

Os resultados apresentados na presente tese fornecem informagdes relevantes a respeito
do sistema distilico e da especializacdo sexual em quatro espécies de Erythroxylum no Cerrado.
Entretanto, varios estudos adicionais devem ser desenvolvidos para uma compreensao mais
detalhada das situacGes aqui encontradas, como: (1) filogenia molecular robusta para verificar
se as variagOes encontradas entre as populacdes e espécies se enquadram nas transicdes
propostas pelos modelos evolutivos da heterostilia; (2) estudos com uma perspectiva funcional
e comparativa para compreender 0 motivo das variacdes na reciprocidade e se elas afetam na
transferéncia de polen intermorfo em espécies de Erythroxylum; (3) aumentar o nimero de
populacdes amostradas para entender os mecanismos que governam a razéo dos morfos florais
dentro das populacdes, assim como a fertilidade dos morfos; (4) estudos que exploram os
mecanismos que geram a esterilidade masculina em espécies de Erythroxylum para determinar
quais fatores estdo envolvidas nos complexos padrdes observados entre espécies e populaces;
(5) explicar como um genotipo de esterilidade masculina pode invadir e persistir nas plantas
brevistilas de E. campestre e E. deciduum sem haver um efeito compensatério; e (6) estudos
que verificam se a compensacao feminina nas plantas brevistilas de E. campestre e E. deciduum

ocorre em estagios posteriores apds a germinagao.



