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MOLINA, José Marcelo Pelloso. Evolucéo de sistemas sexuais e biologia reprodutiva de
espécies arbodreas neotropicais da tribo Dorstenieae (Moraceae). 2020 65 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

A familia Moraceae compreende mais de 1500 espécies, distribuidas por toda regido tropical e
temperada. As inflorescéncias de Moraceae sao extremamente complexas e diversificadas, além
de expressarem ao menos quatro tipos diferentes de sistemas sexuais. A riqueza de espécies e a
diversidade de sistemas sexuais, fazem de Moraceae um bom modelo para estudos da evolucéo
dos sistemas sexuais em angiospermas. Em Moraceae, sistemas especializados de polinizagéo
sdo descritos em ao menos trés tribos: Ficeae, Castilleae e Dorstenieae. Na regido neotropical,
Dorstenieae é representado predominantemente por espécies herbaceas do género Dorstenia,
além de uma clado arboreo exclusivamente neotropical formado por trés géneros: Brosimum,
Helianthostylis e Trymatococcus. Neste trabalho analisamos a evolugdo da sexualidade de
espécies arboreas neotropicais da tribo Dorstenieae. Descrevemos morfologicamente os
sistemas sexuais das espécies de Brosimum, Helianthostylis e Trymatococcus, através da analise
de amostras de herbarios. Reconstruimos a filogenia do grupo a partir de dados moleculares dos
segmentos trnL-F, rbcL e ETS, utilizando inferéncia bayesiana. Determinamos os estados
ancestrais e as transicdes de sexualidade empregando mapeamento estocasticos bayesiano de
caracteres. E descrevemos e relacionamos a biologia reprodutiva de uma das espécies de
Brosimum a aspectos morfoldgicos das inflorescéncias do grupo. Desta forma, dividimos o
trabalho em dois capitulos: 1. Filogenia e evolucdo dos sistemas sexuais de espécies arbéreas
neotropicais da tribo Dorstenieae (MORACEAE); 2. Biologia reprodutiva de Brosimum
gaudichaudii, um novo registro de polinizacdo por tripes (Thysanoptera) em Moraceae.
Espécies do clado neotropical de Dorstenieae exibem quatro sistemas sexuais distintos:
monoicia com mais de 50% das espécies, dioicia, androdioicia e trioicia. Nossos resultados
revelaram que a partir de um ancestral mondico, sistemas dimdrficos surgiram ao menos seis
vezes dentro do clado. Além disso, a androdioicia e a trioicia em Dorstenieae ndo representam
estados de transicao para dioicia. Em Brosimum gaudichaudii Trécul, documentamos o terceiro
caso confirmado de polinizacao por tripes (Thysanoptera) em Moraceae. Haplothrips fiebrigi
Priesner, 1931 se reproduz nos &pices dos ramos e ovipositam sobre inflorescéncias em estagio
inicial de desenvolvimento. Ninfas se desenvolvem sobre as inflorescéncias, e quando adultos
transportam grdos de pdlen ativamente entre inflorescéncias em fase estaminada e pistilada. A
comparacdo entre inflorescéncias de diferentes espécies de Brosimum combinadas com a
confirmag&o da polinizag&o por tripes em B. gaudichaudii indicam que, assim como em Castilla
(Castilleae), a polinizacdo por tripes pode ser comum em espécies do género Brosimum
(Dorstenieae).

Palavras-chave: Mapeamento estocastico. Monoicia. Polinizacdo. Sistema reprodutivo.
Tripes.



MOLINA, José Marcelo Pelloso. Evolution of sexual systems and reproductive biology of
neotropical tree species of the tribe Dorstenieae (Moraceae). 65 p. Thesis in Biological
Sciences — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

The family Moraceae comprehends more than 1500 species, with distribution in all tropical and
temperate regions. The inflorescences in Moraceae are very complexes and diversified, besides
expressing at least four types of sexual systems. The species richness and diversity of sexual
system make Moraceae a good model for studies focusing on evolution of sexual systems in
angioperms. In Moraceae, specialized pollination system are describe for at least three tribes:
Ficeae, Castilleae and Dorstenieae. In the neotropical region, Dorstenieae is represented
predominately by herbaceous taxa of genus Dorstenia, in addition to an exclusively neotropical
arboreal clade formed by three genera: Brosimum, Helianthostylis and Trymatococcus. In this
present study we analysed the evolution of sexuality in Neotropical tree species of tribe
Dorstenieae. Sexual systems were morphologically described for species of genera Brosimum,
Helianthostylis and Trymatococcus using herbarium samples. Phylogeny was estimated from
combined molecular data of plastid trnL-F, rbcL and nuclear ETS segments using bayesian
inference. Ancestral state character and transistions of sexuality characters were inferred using
bayesian stochastic mapping. Finally, reproductive biology were described for a Brosimum
species and related to morphological aspects of inflorescences of the group. Thus, this study
was divided in two chapters: 1. Phylogeny and evolution of sexual systems of neotropical tree
species of tribe Dorstenieae (Moraceae), 2. Reproductive biology of Brosimum gaudichaudii
Trécul, a new record of thrips pollination (Thysanoptera) in Moraceae. Species of neotropical
clade of Dorstenieae exhibit four distinct sexual systems: monoecious in more than 50% of
species, dioecious, androdioecious and trioecious. Our results showed dimorphic systems arose
at six times along the clade. Furthermore, androdioecy and trioecy in Dorstenieae do not
represent transition states to dioecy. In Brosimum gaudichaudii, we confirmed the third record
of thrips pollination (Thysanoptera) in Moraceae. Haplothrips fiebrigi Priesner, 1931
reproduces at branch tips and oviposits on inflorescences at early state of development. Nymphs
complete its development on these inflorescences, and when adults, actively transport pollen
among staminate- and pistilate-phase inflorescences. Comparison of inflorescences of different
Brosimum species allied with the confirmation of thrips pollination in B. gaudichaudii indicates
that, as in Castilla (Castilleae), thrips pollination may be frequent in Brosimum species.

Key words: Stochastic mapping. Monoicia. Pollination. Reproductive system. Stumbles
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INTRODUCAO GERAL

A familia Moraceae é subdividida em seis tribos: Moreae, Artocarpeae,
Maclureae, Dorstenieae, Castilleae e Ficeae; e compreende 53 géneros com aproximadamente
1500 espécies, sendo 750 do género Ficus.

Moraceae é amplamente dispersa em regides tropicais a temperadas, mas o
grupo estd melhor representado em florestas tropicais pluviais de baixa altitude na Regido
Neotropical (Ribeiro, 2007; Judd et al. 2009), onde representa 27% das espécies e 50% de todos
0s géneros encontrados na regiao.

A familia apresenta espécies com inflorescéncias extremamente diversas e
complexas, podendo ser bissexuadas ou unissexuadas, racemosas, cimosas ou capitadas. As
flores sdo sempre unissexuadas, mas se arranjam em inflorescéncias expressando diferentes
sistemas sexuais.

A ampla diversidade de espécies e a riqueza de sistemas sexuais faz de
Moraceae um excelente modelo de estudo sobre evolugéo de sistemas sexuais em angiospermas
(Datwyler e Weiblen, 2004; Clement e Weiblen, 2009). A grande maioria das espécies séo
monoicas, mas também podem ser dioicas, ginodioicas ou androdioicas (Datwyler e Weiblen,
2004).

Androdioicia e ginodioicia sdo tradicionalmente definidos por individuos
com flores bissexuais, hermafroditas, coexistindo com outros que apresentam apenas flores
estaminadas (androdioicia) ou apenas flores pistiladas (ginodioicia) (Sakai e Weller, 1999;
Cardoso et al. 2018) . Entretanto o arranjo floral das espécies ginodioicias e androdioicias em
Moraceae difere das demais espécies de Angiospermas. Nas espécies de Moraceae as flores séo
sempre unissexuadas, portanto os individuos bissexuais apresentam flores estaminadas e
pistiladas em uma mesma inflorescéncia ou inflorescéncias unissexuadas, estaminadas e
pistiladas localizadas em diferentes partes da planta.

A dioicia é considerada o estado ancestral de Moraceae (Weiblen et al. 2000;
Datwyler e Weiblen, 2004; Clemente e Weiblen, 2009), sendo que a monoicia e a ginodioicia
evoluiram a partir da dioicia em pelo menos cinco momentos na familia (Zhang et al. 2018).

A androdioicia, sistema extremamente raro em angiospermas (Renner e
Ricklefs, 1995), aparece nas tribos Dorstenieae e Castilleae, porém, pouco se sabe sobre a
origem da androdioicia em Moraceae.

Zhang et al. (2018) ndo encontraram suporte para a origem da androdioicia

em Castilleae, e sugerem que em Dorstenieae a androdioicia possivelmente surgiu a partir da



monoicia, contudo, a baixa amostragem dos taxons gerou uma imagem fragmentada da
evolucéo dos sistemas sexuais em Moraceae. Uma alternativa para melhorar as inferéncias dos
processos evolutivos é priorizar estudos de linhagens que mostram alta diversidade de sistemas
sexuais e com uma melhor amostragem de taxons (Weeks et al. 2009).

Outro fator de extrema relevancia para compreencao da diversificacdo de
sistemas sexuais em angiospermas, € o conhecimento sobre a biologia reprodutiva do grupo,
relacionando a morfologia floral com aspectos funcionais da sexualidade das espécies (Sakay e
Weller, 1999).

Em Ficus, um dos mais estudados casos de adaptacdo de sistemas de
reproducéo, interacdo entre planta e inseto direcionou a diversificacdo de ambos a longo prazo
(Cruaud et al. 2012). As flores de Ficus sdo polinizadas por pequenas vespas (Hymenoptera:
Agaonidae) que entram nos sicénios e ovipositam nas flores carpeladas. As larvas crescem se
alimentando do tecido de flores especializadas, e quando se tornam adultos, copulam e deixam
o sicbnio carregando grdos de pdlen em busca de uma nova inflorescéncia para iniciar um novo
ciclo (Ramirez, 1974; Bronstein e McKey, 1989; Weiblen, 2002; Jousselin et al. 2003).

A atencdo especial ao caso de Ficus, fez com que os sistemas de polinizacdo
dos demais grupos de Moraceae fossem negligenciados e mesmo ap6s descobertas de novos
sistemas de polinizacdo extremamente especializados em outros tribos (El-Sawa, 1998; Sakai
et al. 2000), muitas espécies de Moraceae, incluindo espécies de Dorstenieae, permaneceram
consideradas como polinizadas pelo vento (Datwyler e Weiblen, 2004).

Hoje se sabe que em espécies de Artocarpus (Artocarpeae), micélios fungicos
infectam o tecido da inflorescéncia estaminada e servem de alimento para pequenos mosquitos
galhadores (Cecidomyiinae: Diptera). Esses por sua vez, ovipositam na inflorescéncia e suas
larvas também se nutrem do micélio até se tornarem pupa. Quando adultos, os mosquitos
carregam grdos de pélen até as inflorescéncias pistiladas, atraidos aparentemente pela fragancia
floral (EI-Sawa, 1998; Momose et al. 1998; Sakai et al. 2000; Gardner et al. 2018).

Em Antiaropsis decipiens K.Schum. e Castilla elastica Cerv. (Castilleae),
pequenos insetos da ordem Thysanoptera ovipositam sobre inflorescéncias estaminadas antes
da antese, e quando adultos, se alimentam e carregam polen entre inflorescéncias estaminadas
e pistiladas (Sakai, 2001; Zerega et al. 2004).

Em Dorstenia arifolia (Dorstenieae), moscas da familia Lauxaniidae
polinizam ao ovopositar nas inflorescéncias, onde larvas se alimentam do ovario de flores
pistiladas ou do tecido do receptéaculo (Aradjo, 2008).

Essas evidéncias reforcam a hipotese de que em Moraceae, a diversidade de



formas e a condensacdo progressiva das inflorescéncias foi direcionada por insetos predadores
de tecidos florais que evoluiram para sistemas de polinizagdo, nos quais a inflorescéncia é local
de reproducdo e desenvolvimento do polinizador (Berg, 1989; Rohwer, 1993), e que esse
mecanismo pode se estender a diversas outras espécies filogeneticamente proximas a Ficus.

A tribo Dorstenieae (Moraceae), abrange 13 géneros e 147 espécies, com ao
menos trés sistemas sexuais descritos. Dorstenia, 0 maior género, com mais de 100 espécies
sdo predominantemente monoicas, distribuidas na regifo tropical das Américas e da Africa
(Ribeiro, 2007; The Plant List, 2013), Dorstenia sdo sempre herbaceas, enquanto as demais
espécies de Dorstenieae sdo principalmente arbdreas (Rohwer, 1993).

No neotrdpico, Dorstenieae é representada por 47 espécies de Dorstenia, além
de outras 19 espécies de outros géneros que formam um grupo exclusivamente neotropical e
arboreo. Esse grupo é subdividido em trés géneros: Brosimum, o maior, com 15 espécies, destas,
quatro espécies possuem um total de nove subespécies, 0os dois outros pequenos géneros,
Helianthostylis e Trymatococcus, possuem apenas duas espécies cada (Tab. 1) (Ribeiro, 2007;
The Plant List, 2013; Zhang et al. 2019).

Tabela 1 - Espécies arbéreas neotropicais da tribo Dorstenieae (The Plant List, 2013), e classificagéo infragenérica de Brosimum
proposta por Berg (1972).

Género Subgénero Secdo Espécie/subespécie

Brosimum Sw.
Brosimum
Brosimum
Brosimum alicastrum subsp. alicastrum Sw.

Brosimum alicastrum subsp. bolivarense (Pittier) C.C.Berg
Brosimum acutifolium subsp. acutifolium Huber

Brosimum acutifolium subsp. obovatum (Ducke)C.C.Berg
Brosimopsis
(S. Moore) CC
Berg
Brosimum lactescens (S.Moore) C.C.Berg
Brosimum costaricanum Liebm.
Piratinera
(Aubl.) CC
Berg
Brosimum guianense (Aubl.) Huber ex Ducke
Brosimum gaudichaudii Trécul

Brosimum glaziovii Taub.

Brosimum glaucum Taub.

Ferolia
(Aubl)) CC
Berg
Brosimum rubescens Taub.

Brosimum melanopotamicum C.C.Berg

Brosimum utile subsp. utile (Kunth) Oken
Brosimum utile subsp. allenii (Woodson) C.C.Berg
Brosimum utile subsp. ovatifolium (Ducke) CCBerg
Brosimum longifolium Ducke

Brosimum multinervium C.C.Berg
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Brosimum potabile Ducke
Brosimum parinarioides subsp. parinarioides Ducke
Brosimum parinarioides subsp. amplicoma (Ducke) C.C.Berg

Trymatococcus
Poepp. & Endl.
Trymatoccoccus amazonicus Poepp. & Endl.
Trymatococcus oligandrus (Benoist) Lanj.

Helianthostylis
Baill.
Helianthostylis sprucei Baill.
Helianthostylis steyermarkii C.C.Berg

Espécies do género Brosimum sdo arvores de pequeno a grande porte (mais
de 40m de altura), monoicas ou dioicas, com inflorescéncias bissexuadas nas mondicas ou
unissexuadas nas didicas, globosas ou discoides, recobertas por bréacteas peltadas, entre as quais
surgem flores estaminadas numerosas e/ou flores pistiladas de uma a vérias (Berg, 1972) (Fig.
1 A-H; Fig. 2 A-F).

O género Brosimum se distribui desde o México, Antilhas, Cuba e Jamaica,
até o sul do Brasil. A maioria das espécies ocorre em areas de terra firme da Floresta Tropical
Amazonica, e trés delas (B. guianenses, B. rubescens, B. lactescens) se extendem até a Mata
Atlantica. Brosimum glaucum e B. glaziovii sdo endémicas da Mata Atlantica, ja B.
gaudichaudii é a unica espécie que ocorre no Cerrado e também ocupa vegetacdes secas em
todas as regides do Brasil. (Berg, 2001, Ribeiro e Pederneiras, 2020).

Berg (1972) subdivide Brosimum em dois subgéneros, Brosimum subgen.
Brosimum e Brosimum subgen. Ferolia. O subgénero Brosimum é ainda dividido em trés
secdes: Brosimum, Brosimopsis e Piratinera. As se¢fes Brosimum e Brosimopsis representam
espécies dioicas, com distribuicdo predominantemente na regido norte da América do Sul e
América Central, ja a secdo Piratinera representa espécies predominantemente monoicas com
distribuicdo de Norte a Sul da América do Sul.

O género Helianthostylis consiste em arvores de pequeno porte, androdioicas,
com inflorescéncias bissexuais ou estaminadas, globosas ou turbinadas, com uma Unica flor
pistilada imersa no centro do receptaculo. As flores estaminadas apresentam pistilédio bem
desenvolvido e sdo pouco numerosas nas inflorescéncias bissexuadas, ja nas inflorescéncias
estaminadas aparecem em grande numero (Berg, 1972). (Fig. 2 G)

As duas espécies reconhecidas de Helianthostylis sdo endémicas da Floresta
Amazonica, Helianthostylis sprucei ocorre em florestas de terra firme ao longo de toda a Bacia
Amazonica Brasileira e também na Colombia, Equador e Peru. Helianthostylis steyermarkii
ocorre na parte norte da Alta Bacia Amazonica (noroeste do Amazonas) e Venezuela. (Berg,
2001, Ribeiro e Pederneiras, 2020).
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Steven Paton / Jim Conrad

Reinaldo Aguilar

Reinaldo Aguilar

Tarcilo Ledo

Figura 1 -Brosimum alicastrum, habito e inflorescéncias pistiladas (A), inflorescéncia estaminada (B); B. lactescens, habito (C),
inflorescéncia pistilada (D); fruto (E); B. guianense, habito (F), inflorescéncia (G), fruto (H).
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Reinaldo Aguilar

dosé Eduardo L. S. Ribeiro

José Eduardo L. S. Ribeiro y José Eduardo L. S. Ribeiro

\

Figura 2 - Brosimum gaudichaudii, inflorescéncias bissexuais (A), fruto (B); B. rubescens; inflorescéncia estaminada (C); B.
utile, inflorescéncia bissexual (D); B. potabile, inflorescéncia bissexual (E); B. parinarioides subsp. parinarioides,
inflorescéncia bissexual (F); Helianthostylis sprucei; inflorescéncia estaminada (G); Trymatococcus amazonicus;
inflorescéncia bissexual (H).
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Trymatococcus compreende espécies monoicas, com inflorescéncias
turbinadas, bissexuais, e flores estaminadas concentradas na parte superior do receptaculo, onde
uma unica flor pistilada é localizada no centro, imersa no receptaculo (Berg, 2001) (Fig. 2 H).

Trymatococcus amazonicus ocorre em toda a Bacia Amazoénica, nos paises
Brasil, Coldmbia, Venezuela, Guiana, Suriname e Guiana Francesa, enquanto T. oligandrus é
restrito ao estado do Amap4, além da Guiana e Guiana Francesa (Berg, 2001, Ribeiro e
Pederneiras, 2020).

Datwyler e Weiblen (2004), Zerega et al. (2005) e Zhang et al. (2018, 2019)
acharam suporte para 0 monofiletismo do clado neotropical arbdreo de Dorstenieae, porém
pouco se sabe sobre as relacfes entre 0s géneros e entre as espécies do género Brosimum.
Estudos anteriores sugerem que o género Brosimum é parafilético (Silva, 2007; Zhang et al.
2019), entretanto uma melhor amostragem dos tdxons € necessaria para compreendermos
melhor esses relacionamentos.

A baixa amostragem das filogenias conhecidas, somado & ocorréncia de ao
menos trés tipos de sistemas sexuais, além do total desconhecimento dos sistemas de
reproducdo e polinizacdo, faz do grupo arbdreo neotropical de Dorstenieae extremamente
relevante para a compreensao da evolucao dos sistemas reprodutivos em Moraceae e nas demais
angiospermas.

Nesse contexto, o presente estudo tem o objetivo de descrever a evolucdo dos
sistemas sexuais das espécies arboOreas neotropicais da tribo Dorstenieae: caracterizando
morfologicamente os sistemas sexuais das espécies dos géneros Brosimum, Helianthostylis e
Trymatococcus; reconstruindo estados ancestrais e transicdes de sexualidade; além de descrever
e relacionar a biologia floral ao sistema de polinizacdo apresentado em uma das espécies.

Desta forma, os capitulos a seguir tem como objetivos especificos:

CAPITULO 1 — “Evolucéo dos sistemas sexuais de espécies arboreas neotropicais da
tribo Dorstenicac (MORACEAE).”

e Determinar morfologicamente 0s sistemas sexuais das espécies de Brosimum,
Helianthostylis e Trymatococcus.

e Reconstruir filogeneticamente as relagdes entre espécies do género Brosimum,
Helianthostylis e Trymatococcus.

e Determinar os estados ancestrais e as transi¢cdes de sexualidade no grupo.
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CAPITULO 2 — “Biologia reprodutiva de Brosimum gaudichaudii Tréc., um novo

registro de polinizag¢ao por Tripes (Thysanoptera) em Moraceae.”

Descrever a fenologia de floragdo de B. gaudichaudii no estado de Sdo Paulo.
Analisar a dindmica de abertura das flores e a biologia das inflorescéncias e flores.

Documentar os sistemas de reproducdo e de polinizacdo de B. gauduchaudii.
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1 CAPITULO 1

Evolucédo de sistemas sexuais de espécies arboreas neotropicais da tribo Dorstenieae
(Moraceae).
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RESUMO

A familia Moraceae consiste em mais de 1500 espécies e por possuir pelo
menos quatro tipos diferentes de sistemas sexuais, é considerada um excelente modelo de
estudo sobre evolucdo da sexualidade em Angiospermas. O clado neotropical de arvores em
Dorstenieae compreende 19 espécies com ao menos trés sistemas sexuais descritos. O objetivo
desse estudo foi descrever a evolucao dos sistemas sexuais na clado arboreo neotropical da tribo
Dorstenieae. Determinamos morfologicamente os sistemas sexuais dos géneros Brosimum,
Helianthostylis e Trymatococcus. Reconstruimos a filogenia, os estados ancestrais e as
transicOes dos sistemas sexuais no grupo. A determinagdo de sexualidade foi confirmada por
meio de amostras de herbario. As andlises filogenéticas foram conduzidas usando inferéncia
bayesiana a partir de dados dos segmentos trnL-F, rbcL e ETS. A arvore produzida foi utilizada
para reconstrucdo dos estados ancestrais por mapeamentos estocastico bayesiano. No0ssos
resultados demonstram que o género Brosimum é parafilético com a exclusdo dos géneros
Helianthostylis e Trymatococcus. As espécies do clado neotropical de Dorstenieae exibem
quatro sistemas sexuais distintos: monoicia com mais de 50% das espécies, dioicia, androdioicia
e trioicia. Ao menos seis transi¢cdes de monoicia para sistemas dimorficos foram observadas.
Todos os sistemas dimorficos (dioicia, androdioicia e trioicia) verificados em Dorstenieae
originaram de ancestrais monoicos. Portanto, a androdioicia e a trioicia ndo representam
sistemas transitérios para dioicia em Dorstenieae.

Palavras-chave: androdioicia; dioicia; monoicia; mapeamento estocastico; reconstrucédo do
estado ancestral; sistema reprodutivo.
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11 INTRODUCAO

A tribo Dorstenieae (Moraceae) compreende 147 espécies e 13 géneros. O
género Dorstenia é o maior, com mais de 100 espécies, todas elas herbaceas e distribuidas na
regido tropical das américas e africana (Rohwer, 1993; Ribeiro, 2007).

No neotrdpico Dorstenieae € representada por 47 espécies de Dorstenia, além
de outros trés géneros, que formam um clado natural de espécies arboreas e exclusivamente
neotropical (Zhang et al. 2019). O género Brosimum é o maior com 15 espécies, destas, quatro
espécies possuem um total de nove subespécies, enquanto Helianthostylis e Trymatococcus sao
pequenos géneros, com apenas duas espécies cada (Rohwer, 1993).

O monofiletismo do grupo arbdreo neotropical de Dorstenieae, formado pelos
géneros Brosimum, Helianthostylis e Trymatococcus, é sustentado por diversos autores
(Datwyler e Weiblen, 2004; Zerega et al. 2005; Zhang et al. 2018, 2019), porém, pouco se sabe
sobre as relacOes entre 0s géneros e entre as especies do género Brosimum.

Estudos anteriores sugerem que Brosimum é parafilético (Silva, 2007; Zhang
et al. 2019), sendo necessaria uma maior e melhor amostragem dos tdxons para desvendar essas
relacoes.

Espécies do género Brosimum, Helianthostylis e Trymatococcus podem ser
monoicas, dioicas ou androdrioicas, com pequenas inflorescéncias globosas ou turbinadas, com
poucas ou numerosas flores estaminadas, e geralmente com uma ou poucas flores pistiladas,
rodeada de flores estaminadas nas espécies monoicas (Fig. 3)

Berg (1972) subdivide Brosimum em dois subgéneros, Brosimum subgen.
Brosimum e Brosimum subgen. Ferolia. O subgénero Brosimum é ainda dividido em trés
secdes, Brosimum, Brosimopsis e Piratinera. As se¢es Brosimum e Brosimopsis representam
espécies dioicas, com distribuicdo predominantemente na regidao Norte da América do Sul e
América Central, j& a secdo Piratinera representa espécies predominantemente monoicas com
distribuicdo de Norte a Sul da América do Sul.

Apesar de ampla diversidade de sistemas sexuais no grupo, muitas espécies
do género Brosimum ainda apresentam descri¢Ges dos sistemas sexuais duvidosa ou indefinida.
Além disso, sistemas raros como a androdioicia e a ginodioicia, podem ser mais comuns do que

se tem conhecimento em Moraceae (Datwyler e Weiblen, 2004).
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Figura 3 - Inflorescéncia pistilada de Brosimum lactescens (A), inflorescéncias bissexuadas em B. utile (B), B. guianenses
(C), B. gaudichaudii (D) e inflorescéncia estaminada de Helianthostylis sprucei (F).

Muitas teorias sobre a evolucdo da sexualidade das flores foram
desenvolvidas nos ultimos séculos (Charlesworth e Charlesworth, 1978; Bawa, 1980;
Charlesworthh 1999; Webb 1999; Barret 2002). Essas teorias se baseiam na hipétese de que as
angiospermas tenderiam a se tornar dioicas, e sistemas sexuais como a androdioicia e a
ginodioicia seriam estagios de transicdo da monoicia a dioicia (Darwin, 1877), e esse por sua
vez, seria um caréater irreversivel nas plantas (Bull e Charnov, 1985).

Em Moraceae, essa tendéncia ndo é observada (Zhang et al. 2018). A dioicia
é considerada o estado ancestral (Weiblen, 2000; Datwyler e Weiblen, 2004; Clemente e
Weiblen, 2009), ja a monoicia e a ginodioicia teriam evoluido a partir de ancestrais dioicos em
pelo menos cinco momentos na familia (Zhang et al. 2018), incluindo em Dorstenieae.

O ancestral do grupo formado por Brosimum, Helianthostylis e
Trymatococcus é monoico (Zhang et al. 2018), portanto, a dioicia, observada em algumas
espécies de Brosimum, sdo reversdes ao estado ancestral da familia.

A androdioicia, sistema sexual extremamente raro em angiospermas (Renner
e Ricklefs, 1995), aparece nas tribos Dorstenieae e Castilleae.

Em Castilla (Castilleae), Sakay (2001) sugere que androdioicia teria evoluido
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a partir da dioicia, ja que espécies intimamente relacionadas eram androdioicas e outras espécies
do género dioicas. Ja em Helianthostylis (Dorstenieae) a androdioicia parece ter surgido a partir
da monoicia (Zhang et al. 2018), porém, a baixa amostragem dos tdxons relacionados a espécies
androdioicas, torna esses resultados bastante insustentaveis.

Uma alternativa é melhorar a amostragem dos taxons, além de priorizar
linhagens que mostram alta diversidade de sistemas sexuais (Weeks et al. 2009), como a tribo
Dorstenieae.

Nesse contexto, o presente estudo tem o objetivo de descrever a evolucdo dos
sistemas sexuais das espécies arboreas neotropicais da tribo Dorstenieae: caracterizando
morfologicamente os sistemas sexuais das espécies dos géneros Brosimum, Helianthostylis e

Trymatococcus; reconstruindo a filogenia, os estados ancestrais e transi¢cdes de sexualidade do

grupo.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Caracterizagdo Morfoldgica dos Sistemas Sexuais

A caracterizacdo morfoldgica dos sistemas sexuais do grupo foi realizada a
partir de observacOes de exemplares in sito e de materiais depositados nos herbarios INPA,
PDBFF e FUEL (APENDICE IIl). As inflorescéncias foram hidratadas e observadas em
microscopio estereoscopico quanto a presenca das seguintes estruturas: flores estaminadas,
namero de estames, grdos de polen nas anteras, flores pistiladas, niamero de flores pistiladas,
presenca de ovario e Ovulo. Os dados obtidos foram comparados com as descrigdes
morfoldgicas e as informacdes sobre o sistema reprodutivo descritos por Berg (1972, 2001)
Ribeiro (2007) e Silva (2007).

1.2.2 Amostragem Taxondmica

A amostragem de material para sequenciamento de DNA foi efetuada entre
2016 e 2019, através da coleta de espécies dos géneros: Dorstenia (2), Brosimum (11),
Helianthostylis (2) e Trymatococcus (2).

Foram amostrados 15 espécies e 4 subespécies, que corresponde a

aproximadamente 79% das espécies do clado neotropical arboreo, 73% de todas as espécies de
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Brosimum e 100% dos géneros Helianthostylis e Trymatococcus.

Amostras de 11 espécies foram coletas em campo nos fragmentos do Projeto
Dinamica Bioldgica de Fragmentos Florestais (PDBFF) do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) no Estado do Amazonas. Brosimum gaudichaudii foi coletado na Floresta
Estadual de Assis, estado de Sdo Paulo, B. glaziovi e B. alicastrum foram coletadas e enviadas
por pesquisadores colaboradores do Rio de Janeiro e México respectivamente. Amostra de
Helianthostylis steyermarkii foi obtida de material de herbario cedido pelo INPA.

As amostras de folhas foram fragmentadas e desidratadas em silica-gel, onde
foram mantidas até o inicio das andlises. Sequéncias de DNA de Trymatococcus oligandrus
foram adquiridas no Genbank. Dorstenia hirta Desv. e Dorstenia tenuis Bonpl. ex Bureau,
utilizadas como grupo externo, foram extraidas de plantas cultivadas em casa-de-vegetacao na
Universidade Estadual de Londrina (UEL). A relacdo completa do material utilizado na analise
filogenética esta disponivel no (APENDICE ).

1.2.3 Extracdo de DNA, Amplificacdo e Sequenciamento.

As extracGes, amplificacbes e sequenciamentos das amostras foram
realizadas no Laboratdrio de Genética e Ecologia Animal (LAGEA) da Universidade Estadual
de Londrina (UEL).

O DNA total foi extraido de 20 a 50 mg de folhas secas, utilizando o kit de
extracdo DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Crawley, UK).

Foram amplificados duas regides do trnL-F (primers“c”-“d” e “e”-“f”), a
regido codificadora rbcL do cloroplasto e mais a regido nuclear ETS (primers 18S e Hell). A
amplificacdo do DNA para as trés regides foram realizadas com volume final de 15 pL (1x
GoTag® Green Master Mix (Promega), 1,33uM de cada primer, 2uL de amostra DNA e agua).

A PCR para amplificacdo das regides foram adaptadas de White et al. 1990,
seguindo a seguintes condicdes: temperatura inicial de desnaturagdo de 94°C por dois minutos,
seguida de 35 ciclos, cada ciclo com desnaturagdo a 94°C durante 40s - 1 min, pareamente a
52°C/57°C/62°C por 40s — 1 min e 30s e extensdo 72°C por 1 min — 2 min, com extenséo final
a 72°C por mais seis minutos (Tab. 2).

Os produtos amplificados foram purificados (lllustra ExoProStar GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) e submetidos ao sequenciamento com reagao de BigDye™

Terminator v3.1 de acordo com as recomendac6es do fabricante no sequenciador automatico
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ABI-ORISM 3500-XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Tabela 2 - -CondicGes de amplificacdo dos segmentos trnL-F, rbcL e ETS.

Segmentos trnL-F “e” “f” | trnL-F “c” “d” | ETS/rbcL
Desnaturacédo 2 min. 2 min. 2 min.
Desnaturacéo 1 min. 1 min. 40 seg.
Pareamento 35 ciclos 1:30 min. 50 seg. 40 seg.
Extenséo 2 min. 1 min. 1 min.
Extenséo final 6 min. 6 min. 6 min.

1.2.4 Alinhamento e Modelo de Substitui¢do

As sequéncias foram montadas, verificadas e alinhadas usando ClustalX no
programa Mesquite 3.6. Os alinhamentos finais foram visualmente verificados e pequenos
ajustes foram definidos manualmente.

Para verificar a incongruéncia entre os segmentos utilizados foi realizado o
teste ILD de Farris et al. (1994).

Modelos de substituicdo de nucleotideos foram selecionados sob o critério de
informacdo Akaike para cada conjunto de dados da regido separadamente usando 0 programa
jModeltest v.2.1.3. Os melhores modelos de substituicdo foram: TPM1uF+I para a regido trnL-

F, HKY para a regido rbcL e TPM2uF+G para o segmento nuclear ETS.

1.2.5 Analise Filogenética

As andlises filogenéticas foram conduzidas usando inferéncia Bayesiana, no
BEAST v.2 por meio do CIPRES Science Gateway (http://www.phylo.org/; Miller et al. 2010).
As analises de inferéncia Bayesiana foram implementadas usando o rel6gio molecular anterior
ajustado para taxa 1, a arvore anterior foi ajustada para o modelo de especiacéo de arvore de
Yule. Foram realizadas trés andlises independentes de 100 milhdes de geracbes cada,
amostrando a cada 10.000 geracdes.

Depois de confirmar se as trés corridas convergiram, as combinamos usando
0 Log combiner v2.6.1, aplicando a cada 10000 geragdes e descartando as primeiras 10%. As
estatisticas das arvores foram resumidas na arvore MCC (Maximum Clade Credibility) no
TreeAnnotator v 2.6.0. Os resultados foram examinados no Tracer v.1.4.1 (Rambaut et al. 2013)

para garantir a convergéncia e um tamanho de amostra eficaz e suficiente.



25

1.2.6 EvOLUCAO DE CARACTERES REPRODUTIVOS

Na reconstrucgdo dos caracteres ancestrais adotamos a arvore MCC produzida
a partir da analise do BEAST. Para determinar o melhor modelo para o conjunto de dados
utilizamos o critério de informacdo de Akaike (Akaike, 1974).

Os estados ancestrais foram estimados a partir de 1000 repeticdes do
mapeamento estocastico bayesiano de caracteres (Bollback, 2006) sob 0 modelo assimétrico
("ARD") usando a funcdo make.simmap do pacote phytools (Revell, 2012) no R Development
Core Team (2009). A matriz de transicdo Q foi fixada nos valores padrées, a analise calculou
estados ancestrais em cada n6 como probabilidades posteriores marginais para todos os estados
de caréter.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Caracterizagdo dos Sistemas Sexuais

A anélise morfoldgica das inflorescéncias do grupo arbdreo neotropical de
Dorstenieae, evidenciou a existéncia de quatro tipos de sistemas sexuais: dioicia, monoicia,
androdioicia e trioicia (APENDICE 1I), sendo o ultimo registrodo pela primeira vez em
Moraceae.

Brosimum alicastrum, Brosimum acutifolium, Brosimum lactescens,
Brosimum costaricanum sdo espécies dioicas, com inflorescéncias estaminadas com mdltiplas
flores e inflorescéncia pistilada na maioria das vezes com uma unica flor em Brosimum
alicastrum e Brosimum acutifolium, e comumente trés flores pistiladas em Brosimum
lactescens.

Espécies monoicas sdo a grande maioria no clado neotropical de Dorstenieae:
Brosimum gaudichaudii, Brosimum glaucum, Brosimum glaziovii, Brosimum guianense,
Brosimum longifolium, Brosimum melanopotamicum, Brosimum multinervium, Brosimum
potabile, Brosimum utile, Trymatoccoccus amazonicus e Trymatococcus oligandrus
apresentam suas inflorescéncias, na maioria das vezes, com uma unica flor pistilada central
circundada por multiplas flores estaminadas.

A analise dos materiais de herbario, juntamente com observagdes em campo,

possibilitou concluir que todas as espécies monoicas de Brosimum séo protoginicas, ou seja, as
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flores pistiladas entram em antese antes das flores estaminadas. Portanto, individuos em estagio
inicial de floracdo podem apresentar apenas flores pistiladas e, em contrapartida, estagios finais
de floracdo terdo um predominio de flores estaminadas e flores pistiladas em senescéncia,
muitas vezes deterioradas externamente.

Em Helianthostylis, as espécies sdo androdioicas, com inflorescéncias
globosas, com poucas flores estaminadas na inflorescéncia bissexual e muitas na inflorescéncia
estaminada. O sistema reprodutivo de B. rubescens foi definido como androdioico, tendo em
vista que apresenta duas formas sexuais de inflorescéncias: a primeira e mais comum €
bissexual, com muitas flores estaminadas e nimero variado de flores pistiladas, e a segunda é
uma pequena inflorescéncia estaminada com um pequeno ndmero de flores (3 a 10 flores),

presentes em individuos diferentes da populacéo.

1.3.2 Relagbes Filogenéticas

Ao final da amplificacdo, ndo foi possivel obter segmentos de algumas
espécies. B. acutifolium subsp. acutifolium ndo amplificou nenhum segmento. Em B.
gaudichaudii ndo foi possivel obter segmentos “c-d” da regido trnL-F. Também ndo foi possivel
amplificar o segmento ETS das espécies B. acutifolium subsp. obovatum e H. sprucei e 0s
segmentos rbcL das espécies Dorstenia hirta, B. acutifolium subsp. obovatum, B. alicastrrum,
B. parinarioides subsp. amplicoma, B. potabile e H. sprucei.

A andlise de incongruéncia revelou que os segmentos do cloroplasto sdo
incongruentes, enquanto o segmento nuclear ndo demonstrou incongruéncia com os demais.
Quando analisados separadamente apenas os segmentos congruentes (APENDICE IV e V), a
topologia da arvore resultante se alterou quando comparada a arvore gerada com o0s trés
segmentos concatenados, no entanto a sustenta¢do dos ramos foi maior quando utilizado os trés
segmentos.

A analise combinada dos trés segmentos foi suficiente para resolver as
relacOes entre as espéecies dos géneros Brosimum, Helianthostylis e Trymatococcus. Todos 0s
ramos apresentaram boa sustentacdo (probabilidade posterior > 0,95), exceto as relagdes de B.
lactescens e B. acutifolium subsp. obovatum que apresentaram valores inferiores.

Brosimum, Helianthostylis e Trymatococcus formam uma agrupamento
monofilético (Fig. 4, clado A), assim como os géneros Helianthostylis e Trymatococcus (Fig.
4, clado D). Entretanto, o género Brosimum se confirma ndo monofilético, uma vez que 0s

géneros Helianthostylis e Trymatococcus também estdo agrupados juntos.
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O subgénero Brosimum (Berg, 1972) forma uma grupo monofilético (Fig. 4,
clado C), apesar da baixa sustentacdo entre B. lactescens e as demais espécies do clado.

A secdo Piratinera, pertencente ao subgénero Brosimum, forma um grupo
monofilético com boa sustentacdo (Fig. 4, clado E), enquanto as secGes Brosimum e
Brosimopsis séo parafiléticas, agrupadas juntamente com o subgénero Piratinera.

O subgénero Ferolia (Berg, 1972) ndo forma um grupo natural devido ao
posicionaento de B. parinarioides subsp. parinaiorides (Fig. 4, clado B) que aparece com grupo
irmdo de todas as espécies do clado neotropical, entretanto, os restantes das espécies do

subgénero sdo monofiléticas.

— Dorstenia hirta

— Dorstenia tenuis

Brosimum parinarioides
subsp. parinarioides

—— Brosimum melanopotamicum

L Brosimum rubescens

e Brosimum
-0 ——— Brosimum parinarioides subgen. Ferolia
subsp. amplicoma

—— Brosimum potabile

—— Brosimum utile

—— Helianthostylis sprucei

—— Helianthostylis steyermarkii

— Trymatococcus amazonicus

—— Trymatococcus oligandrus

Brosimum
Brosimum lactescens I

subgen. Brosimum
sect. Brosimopsis

—G 041 Brosimum alicastrum .
Brosimum

subgen. Brosimum
sect. Brosimum

Brosimum acutifolium
subsp. obovatum

Brosimum gaudichaudii

_G. ) o Brosimum
—— Brosimum glaziovii subgen. Brosimum

sect. Piratinera

0,92

—— Brosimum guianense

Figura 4 - Filogenia combinada dos segmentos trnL-F, rbcL e ETS de espécies arbdreas neotropicais da tribo Dorstenieae
(Moraceae). As probabilidades posteriores bayesianas (Beast) sdo mostradas apenas nos ramos ndo suportados (< 0,95).
Barra de escala indica as subdivisdes do género Brosimum proposto por Berg (1972).
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As subespéceis de B. parinarioides ndo formam um clado, B. parinarioides
subsp. amplicoma aparece como grupo irmdo de B. potabile e B. utile, enquanto B.

parinarioides subsp. parinarioides revela-se como irma de todo o clado arbéreo neotropical.

1.3.3 Evolucédo dos Sistemas Sexuais

O mapeamento estocastico de caracteres bayesianos do sistema sexual
ancestral de Dorstenieae neotropical se revelou incerto, com propor¢des aproximadamente
iguais para todos os estados analisados (Fig. 5). O ancestral direto do clado arbéreo neotropical
de Dorstenieae também se mostrou incerto, com uma maior probabilidade para a monoicia. A
incerteza dos estados ancestrais dos ramos inferiores torna variado 0s cenarios possiveis de
evolucéo.

A monoicia se confirma como estado ancestral do clado formado por
Brosimum, Helianthostylis e Trymatococcus, excluindo a subespécie B. parinairoides subsp.
parinarioides. Nesse clado podemos observar a predominancia da monoicia como estados
ancestrais.

A evolugéo para androdioicia ocorre em dois momentos, em B.rubescens e
no ancestral direto de Helianthostylis. Brosimum rubescens descende de ancestral monoico,
enquanto Helianthostylis sprucei e H. steyrmarkii descendem de um ancestral também
androdioico.

Trés reversdes independentes para dioicia sdo observadas, em B. lactescens,

B. alicastrum e B. acutifolium subsp. obovatum.
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Figura 5 - Mapeamento estocastico bayesiano dos sistemas sexuais em Brosimum, Helianthostylis e Trymatococcus. Os graficos de
pizza nos nés representam estados ancestrais onde foram calculados a probabilidade posterior marginal. Cores dos taxons indicam
0S agrupamentos proposto por Berg (1972): subgénero Ferolia e subgénero Brosimum se¢des Brosimopsis, Brosimum e Piratinera.
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1.4 DiscussAo

1.4.1 Caracterizacdo dos Sistemas Sexuais

O subgénero Brosimum se¢Oes Brosimum e Brosimopsis propostas por Berg
(1972), envolve apenas espécies dioicas, com inflorescéncias estaminadas com mdaltiplas flores.
Em algumas espécies dioicas, a flor pistilada projeta parte do estilete para a parte externa da
inflorescéncia. Berg (2001) relata que em Brosimum alicastrum, espécie pertencente ao
subgénero Ferolia, nivens de polen sdo formadas a partir de inflorescéncias estaminadas,
sugerindo de polinizacao pelo vento (Berg, 2001).

Nas demais espécies Brosimum apenas a extremidade do estigma fica
evidente durante a antese, permanecendo o estilete totalmente imerso no receptaculo, assim
como as flores estaminadas, que ficam discretamente expostas entre as escamas na
inflorescéncia. Essas sindromes indicam que espécies monoicas de Brosimum possuem
adaptacdes para polinizacao por insetos (Croat, 1978; Berg, 1990), dessa maneira a morfologia
da inflorescéncia permitiria que larvas de insetos acessem as flores estaminadas, e a0 mesmo
tempo, impediria que as mesmas danifiquem a flor pistilada (Berg, 2001).

A sexualidade de Brosimum glaziovii era até entdo descrita como
possivelmente unissexual (Berg, 1972). Nossos resultados demontraram que todas as
inflorescéncias de B. glaziovii sdo sempre bissexuais, com uma Unica flor pistilada, com ovario
e estilete imerso no receptaculo, e apenas uma pequena porcao do estigma pouco evidente entre
as escamas peltadas.

Brosimum utile ja foi descrito como “usualmente monoica” ou “monoica raro
dioica” (Berg, 1972; Ribeiro, 2007), porém todas as inflorescéncias analisadas eram
bissexuadas, portanto a espécie € certamente monaica.

Brosimum melanopotamicum e B. multinervium foram tratadas como dioicas
por Berg (1972), Ribeiro (2007) e Silva (2007). Contudo, a andlise mais minuciosa das
inflorescéncias, mostrou que as espécies sdo monoicas, essas espécies também expdem
discretamente o pistilo entre escamas peltadas.

O fato de todas as espécies de Brosimum serem protoginicas e a exposic¢ao do
estigma ser sutil em algumas espécies, pode ser motivos dos equivocos e duvidas quando a
sexualidade morfoldgica das espécies registradas por Berg (1972) e Ribeiro (2007).

Berg (1972) classifica B. parinarioides subsp. parinarioides e B. rubescens

como espécies usualmente monoicas, ou ainda, monoica ou dioica. Uma analise mais detalhada
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na estrutura das inflorescéncias, determinou que ambas as espécies apresentam mais de um
arranjo de sexualidade em seus individuos, portanto ndo sdo espécies monoicas.

B. parinarioides subsp. parinarioides exibe sistema sexual trioico. A maioria
dos individuos apresentam inflorescéncias bissexuais, mas em menor proporcao, observamos
individuos com inflorescéncias unissexuais, estaminadas ou pistiladas, portanto a espécie
apresenta trés arranjos possiveis de sexualidade. Brosimum rubescens é uma espécie
androdioicia, individuos bissexuais sdo em maior propor¢do, mas alguns apresentam apenas
pequenas inflorescéncias estaminadas, com numero menor de flores quando comparada as

inflorescéncias bissexuais.

1.4.2 RelacBes Filogenéticas

A monofilia do grupo neotropical arbéreo de Dorstenieae corrobora com 0s
resultados obtidos por Datwyler & Weiblen (2004), Zerega et al. (2005), Silva (2007) e Zhang
etal. (2019).

Nossos resultados confirmam o parafiletismo do género Brosimum, uma vez
que o clado também inclui os géneros Helianthostylis e Trymatococcus. Em funcéo disso,
respeitando a prioridade de publicagéo, sugerimos a transferéncia dos géneros Helianthostylis
e Trymatococcus para Brosimum.

O distanciamento entre as subespécies de B. parinarioides indica que B.
parinarioides subsp. amplicoma pode se tratar de uma outra espécie. Diferencas morfologicas
também sdo claramente observadas entre as subespécies. Brosimum parinarioides subsp.
parinarioides apresenta folhas ligeiramente menores, densamente pubescente na face abaxial e
margem inteira, além de exibir trés formas distintas de sexualidade da inflorescéncia (trioicia)
e flores estaminadas sempre com perianto. Por sua vez, B. parinarioides subsp. amplicoma
possui folhas maiores, de margem repanda, tricomas na face abaxial escassos e ausentes sobre
as venac0es, além de inflorescéncias sempre bissexuais com flores estaminadas sem perianto.
Uma analise morfométrica detalhada de um nimero maior de amostras é necessaria para uma
provavel nova combinacdo para espécie dessas duas subespécies.

Apesar de uma menor amostragem dos taxons, a arvore proposta por Zhang
et al. (2019) descreve trés clados, um deles referente a Brosimum subgen. Brosimum, outro a
Brosimum subgen. Ferolia, e um terceiro clado relativo aos géneros Helianthostylis e

Trymatococcus. Nosso resultado confirmou apenas Brosimum subgen. Brosimum como
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monofilético, Ferolia ndo forma um grupo natural devido ao posicionamento de B.
parinarioides subsp. parinarioides.

Brosimum multinervium e Brosimum longifolium, espécies ndo amostradas
em nossas analises, demonstram relacdo proxima as especies pertencentes ao subgénero Ferolia
(Silva, 2007; Zhang et al. 2019).

1.4.3 EVOLUCAO DOS SISTEMAS SEXUAIS

A dioicia é considerada o estado ancestral das espécies de Moraceae
(Weiblen, 2000; Datwyler e Weiblen, 2004; Clemente e Weiblen, 2009) e, apesar da nossa
reconstrucdo ndo revelar a sexualidade do ancestral do grupo, estudos anteriores demonstram
gue a monoicia € o estado ancestral do de Brosimum, Helianthostylis e Trymatococcus (Zhang
et al. 2018). Assumindo a monoica como carater ancestral de Dorstenieae, nossos dados
sugerem que dentro do clado ocorreram ao menos seis mudancas de sistemas sexuais: uma
transicdo da monoicia para trioicia; duas para a androdioicia; além de trés reversdes para a
dioicia, estado ancestral em Moraceae.

Nossos resultados demonstram que todos os sistemas sexuais dimorficos
originam de ancestrais monoicos no clado neotropical arbéreo de Dorstenieae.

A androdioicia em Dorstenieae surge a partir da monoicia, diferentemente de
espécies androdioicas das familias Datiscaceae e Euphorbiaceae (Rieseberg et al. 1992; Pannel,
1999; Wolfe, 2001). Nesses casos a androdioicia teria evoluido da dioicia a partir da aquisicao
da fungdo masculina pelas plantas pistiladas, onde plantas com flores femininas em populagdes
dioicas séo aparentemente convertidas na forma hermafrodita por uma mutacao recessiva que
permite as fémeas produzir polen (Barett, 2002).

Apesar da coexisténcia de monoicia, androdioicia e dioicia no clado arbéreo
neotropical de Dorstenieae, nossos resultados confirmam que a androdioicia ndo é um
intermediario na evolucdo da dioicia (Barett, 2002). Charlesworth (1984) propde que na
evolucédo da dioicia a partir de um ancestral monoico, a prevencdo da consanguinidade é um
fator importante, o que torna pouco provavel a evolucao da dioicia via androdioicia.

Além disso, o termo androdioicia vem sido empregado para diferentes
arranjos florais. Na definicdo classica, androdioicia inclui individuos com flores bissexuais
(hermafroditas) coexistindo com outros que apresentam apenas flores estaminadas (Sakai e
Weller, 1999; Cardoso et al. 2018). Porém, o termo também é usado para designar espécies

com individuos bissexuais (flores unissexuadas, estaminadas e pistiladas, agrupadas em
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inflorescéncias bissexuais) e individuos apenas com flores estaminadas, como é caso em
Moraceae.

Assim sendo, arranjos androdioicos envolvem caminhos evolutivos distintos.
A androdioicia pode surgir a partir de uma populacdo dioica pela expressdo da sexualidade
masculina em flores pistiladas (Charlesworth, 1999), como é o caso de Datiscaceae e
Euphorbiaceae (Rieseberg et al. 1992; Pannel, 1999, Wolfe, 2001). Resultando em individuos
da populacéo com flores bissexuais coexistindo com individuos com apenas flores estaminadas.
Ja em Moraceae, a androdioicia pode ser resultado da supressdo da expressdo de flores
estaminadas em populagcdes monoicas, ou da expresséo de flores estaminadas em populagdes
dioicas.

Em Dorstenieae, a androdioicia surge a partir do desaparecimento de flores
pistiladas em parte de uma popula¢do monoica, resultando em individuos bissexuais, porém
com flores sempre unissexuadas, além de individuos que expressam apenas flores estaminadas
em suas inflorescéncias.

Em Castilla elastica (Castilleae), a origem da androdioicia nao é clara (Zhang
et al. 2018), porém, o fato de espécies intimamente relacionadas serem androdioicas e outras
espécies do género dioicas, indica que a androdioicia teria evoluido a partir da dioicia (Sakali,
2001). Castilla elastica, é polinizada por pequenos insetos conhecidos como tripes
(Thysanoptera), esses insetos utilizam como principal recurso floral os grdos de pélen (Sakai
2001), o que pode explicar a manutencdo de flores estaminadas em inflorescéncias de funcéo
pistilada.

Tripes também sdo reportados como visitantes em outros géneros da tribo
Castilleae como: Antiaropsis, Naucleopsis, Perebea e Poulsenia (Sakai, 2001; J.E.L.S. Ribeiro,
Universidade Estadual de Londrina, “comunicagao pessoal”).

A androdioicia em H. sprucei e H. steyermarkii deriva de uma ancestral
também androdioico, 0 que sugere a manutencdo da sexualidade no género. Espécies de
Helianthostylis possuem flores estaminadas com longo pistilodio que podem desempenhar
papel de atragéo de insetos polinizadores (Berg, 2001).

A evolucdo da dioicia a partir da monoicia ocorre em trés momentos em
Brosimum. Um dos fatores que poderia levar ao dimorfismo a partir de espécies monoicas é a
perda de polinizadores. A auséncia de polinizadores ocasionaria depressao endogamica gerada
pelo auto cruzamento, que favoreceria a sele¢do da dioicia e a polinizagéo pelo vento (Weller e
Sakai, 1990; Weller et al. 1990).
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Espécies dioicas de Brosimum tendem a possuir estigmas de maior
comprimento e nimero de flores estaminadas muito maiores do que espécie monoicas, 0 que
indica uma possivel adaptacdo a polinizacdo pelo vento. Apesar de ndo existir evidéncia da
relacdo entre sistemas reprodutivos e a sindrome de polinizacdo em Moraceae (Clement e
Weiblen, 2009), um padrdo geral pode ser observado: tdxons dioicos tendem a ser polinizados
pelo vento, enquanto o0s taxons monoicos, tendem a ser polinizados por insetos (Zhang et al.
2019).

Brosimum parinarioides subsp. parinarioides € apresentado como o primeiro
registro de trioicia em Moraceae, espécies trioicas apresentam individuos bissexuais
coexistindo com individuos estaminados e individuos pistilados na mesma populacéo (Sakai e
Weller, 1999).

Trioicia é extremamente incomum em angiospermas (Webb, 1999), sendo
relatada em Opuntia robusta J.C. Wendl. e Pachycereus pringlei (S.Watson) Britton & Rose
(Cactaceae), aléem de Coccoloba cereifera Schwacke (Polygonaceae) e Dasiphora fruticosa
auct. (Rosaceae) (del Castillo e les-Espinoza, 1988; Fleming et al. 1998; Silva et al. 2008; Wang
et al. 2019). Contudo, todas essas espécies todas as espécies tridicas apresentam individuos com
flores bissexuais, hermafroditas, diferentemente de B. parinarioides que possui inflorescéncias

bissexuadas e flores sempre unissexuadas, 0 que torna a trioicia em Moraceae Unica.

15 CONCLUSOES

Brosimum, Helianthostylis e Trymatococcus apresentam quatros sistemas
sexuais. A maioria das espécies de Brosimum sdo monoicas, com uma ou poucas flores
pistiladas, rodeadas por flores estaminadas, € 0 mesmo ocorre para as espécies de
Trymatococcus. A dioicia estd presente em cinco espécies de Brosimum. Androdioicia foi
conferida nas espécies de Helianthostylis e em B. rubescens, enquanto a trioicia foi verificada
em B. parinarioides subsp parinarioides pela primeira vez em Moraceae.

Brosimum, Helianthostylis e Trymatococcus formam um agrupamento
monofilético, assim como 0s géneros Helianthostylis e Trymatococcus. Todavia Brosimum se
revela parafilético. Portanto, devido a posi¢cdo de Helianthostylis e Trymatococcus no mesmo
clado de Brosimum, recomendamos a transferéncia dos dois géneros para Brosimum.

A reconstrucdo dos sistemas sexuais ndo foi suficiente para revelar o estado
ancestral do grupo arboreo neotropical de Dorstenieae, mas assumindo a condi¢cdo monoica

ancestral verificada por outros autores, observamos seis transi¢fes para sistemas dimorficos,
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sendo: uma conversao da monoicia para trioicia, duas para androdioicia e trés reversdes para
dioicia, estado ancestral em Moraceae.

Podemos também concluir que sistemas sexuais que apresentam reducéo ou
auséncia de uma das funcdes sexuais, como a androdioicia e a trioicia, ndo representam sistemas
transitorios para dioicia em Dorstenieae, jA que todos os sistemas dimorficos, incluindo a

dioicia, teriam evoluido a partir de sistemas monomdrficos.
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2 CAPITULO 2

Biologia reprodutiva de Brosimum gaudichaudii Trécul, um novo registro de polinizagéo por

tripes (Thysanoptera) em Moraceae.

Artigo a ser submetido ao periddico “American Journal of Botany” -

https://bsapubs.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/15372197/homepage/forauthors
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RESUMO

Brosimum gaudichaudii Trécul (Moraceae) € uma espéecie monoica, de habito arbustivo arboreo
endémica do Cerrado brasileiro. Aqui relatamos o primeiro registro de polinizacdo por tripes
em um membro de Dorstenieae, e 0 terceiro registro para familia Moraceae. Usamos medidas
fenoldgicas, observacdes e captura de insetos e cruzamentos testes para investigar o modo de
reproducéo e polinizacdo em B. gaudichaudii. Registramos Haplothrips fiebrigi Priesner, 1931
alimentando-se de polen, reproduzindo-se nos &pices dos ramos e depositanto seus ovos em
inflorescéncias em estagio inicial de desenvolvimento. Ninfas se desenvolvem sobre as
inflorescéncias antes da antese das flores, aparentemente se alimentando do tecido epidérmico.
Quando adultos, tripes transportam graos de pélen ativamente entre inflorescéncias em fase
estaminada e pistilada. Combinamos essas observacGes com evidéncias morfologicas para
sugerir que, assim como em em Castilla (Castilleae), a polinizacéo por tripes pode ser comum
em espécies de Brosimum (Dorstenieae).

Palavras-chave: Dorstenieae; polinizacdo; tripes; reproducdo; mama-cadela.
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2.1  INTRODUCAO

A familia Moraceae compreende 40 géneros e mais de 1.200 espeécies. Destas,
aproximadamente 800 sdo do género Ficus.

Em Ficus, género amplamente reconhecido por suas inflorescéncias esféricas
e fechadas (siconio), insetos (Agaonideae, Hymenoptera) possivelmente evoluiram de
predadores a polinizadores extremamente especializados (Bronstein e McKey, 1989; Anstett et
al., 1997; Weiblen, 2002; Cook e Rasplus, 2003; Cruaud et al., 2012).

Em Moraceae a condensacdo progressiva das inflorescéncias por fusdo e
reducdo de pecas florais € uma tendéncia evolutiva que pode ter ocorrido devido a presséo
exercida por insetos predadores de tecidos florais (Berg, 1989; Rohwer, 1993).

Recentemente, outros géneros de Moraceae tiveram seus sistemas
reprodutivos elucidados, o que trouxe evidéncias da participacdo de outras ordens de insetos
agindo como polinizadores especificos. Em Artocarpus, inflorescéncias masculinas séo
contaminadas por fungos que servem de recompensa para polinizadores (Cecidomyiinae,
Diptera) (Sakai et al., 2000). Em Antiaropsis e Castilla, tripes (Thysanoptera) alimentam-se de
polen reproduzindo-se nas inflorescéncias estaminadas (Sakai, 2001; Zerega et al., 2004).

Estudos como esses s@o relevantes para compreendermos a evolucdo e a
diversificacao dos sistemas de reproducdo em angiospermas (Sakai e Weller, 1999; Silva, 2007;
Judd et al., 2009).

Brosimum gaudichaudii Trecul (Moraceae) € uma espécie monoica, de habito
arbustivo arbéreo, tipica do Cerrado Brasileiro, mas que ocorre em vegetacdes secas espalhadas
por todas as regides do Brasil, além de Bolivia e Paraguai (Berg, 1972; Ribeiro e Pederneiras,
2020).

As inflorescéncias de B. gaudichaudii sdo extremamente reduzidas, globosas
e recoberta por inimeras escamas peltadas revestidas de tricomas glandulares. O pequeno
tamanho das inflorescéncias fez com que ficasse conhecida popularmente como “Mama-
cadela”, em referéncia a pequenos mamilos em cées. Suas flores sdo diminutas e imersas no
receptaculo, apenas uma flor pistilada com um dnico 6vulo é localizado no centro da
inflorescéncia, ao redor da flor pistilada surgem gradativamente diversas flores estaminadas.
Fig. 6) (Berg, 1972).
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Figura 6 - Brosimum gaudichaudii, habito (A); inflorescéncias (B); seta vermelha indica flor pistilada em (C); flor estaminada
em (D).

Apesar de ser uniovulado e aparentemente ndo fornecer recursos florais
abundantes, as inflorescéncias de Brosimum nédo aparentam ter adaptacdes para a polinizacdo
pelo vento (Berg, 1972). As flores estaminadas inseridas em uma cavidade expdem somente as
anteras entre as escamas durante a antese (Fig. 6, D) e o estigma é extremamente reduzido (Fig.
6, C), ndo favorecendo a autopolinizacdo. Portanto suas caracteristicas indicariam uma possivel
adaptacéo a polinizacao por insetos (Judd et al., 2009; Berg, 2001).

Brosimum gaudichaudi apresenta floracao sazonal e sincronismo de floracédo
entre as plantas. A intensidade de floracdo é alta, mas a producdo de frutos é extremamente
baixa (de Faria et al., 2015).

Nesse cendrio, 0 presente estudo tem como objetivo descrever a biologia
reprodutiva de Brosimum gaudichaudii, analisando a fenologia de floracdo, a dindmica de

abertura das flores e o sistema reprodutivo e de polinizagéo da espécie.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Areade Estudo

O estudo foi conduzido na Floresta Estadual de Assis (FEA), municipio de
Assis, estado de S&o Paulo, Brasil (22°34'49" S 50°25'12" O) durante maio de 2016 a julho de
2018.

O clima da regido é subtropical itmido, com invernos secos e temperaturas
dos meses mais frios inferiores a 18° C, e nos meses mais quentes alcanca temperaturas
superiores a 22° C. A precipitacdo anual gira em torno de 1480 mm, sendo que nos meses mais
secos normalmente ultrapassa 40mm.

A FEA é uma unidade de conservacdo de uso sustentavel, que compreende
1.310,27 ha, predominantemente de Cerrado lato sensu (Cerraddo) e areas de transicao para a
Floresta Estacional Semidecidual, além de 450,37 ha constituidos por antigos talhGes de Pinus
e Eucaliptus sob manejo. Em diversas &reas abandonadas pelo cultivo de Pinus o Cerrado se
encontra em diferentes estagios de regeneracdo (Durigan, 2010).

Brosimum gaudichaudii € uma espécie de areas abertas de Cerrado. Na FEA
é encontrada em abundancia nas bordas e areas em regeneracdo de vegetacdo nativa, além das
margens de estradas (aceiros) dos talhdes de monocultivo de Pinus, regides onde a vegetacdo é

sazonalmente suprimida.

2.2.2 Fenologia e Biologia Floral

Em 2016, seguindo protocolo proposto por Dafni (1992), foram feitas
observacOes preliminares da fenologia e biologia floral para a elaboracdo mais precisa do
método de pesquisa. A receptividade do estigma foi testada por meio da atividade da peroxidase
usando perdxido de hidrogénio (H20).

Apos esse periodo, quarenta e seis plantas em estagio reprodutivo foram
selecionadas e acompanhadas quinzenalmente, do inicio da floragcdo em junho de 2017 ao final
da floragdo em de fevereiro de 2018.

Todas as plantas foram quantificadas quanto a atividade de floracdo,
indicando a propor¢do de individuos em floracdo ou em determinada fenofase, sendo: 1.

inflorescéncias em fase pistilada (antese apenas da flor pistilada); 2. inflorescéncias em fase
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pistilada e estaminada (presenca de flor pistilada e estaminadas em antese); 3. inflorescéncias
em fase estaminada (antese apenas das flores estaminadas).

Também foram calculados o percentual de intensidade de floracdo de
Fournier, no qual os individuos foram analisados em uma escala semi-quantitativa que varia de
0 a 4, onde: 0 = auséncia da floracdo; 1 = presenca de floracéo entre 1% e 25% de magnitude;
2 = presenga de floragéo entre 26% e 50% de magnitude; 3 = presenca de floragéo entre 51% e
75% de magnitude; 4 = presenca de floracdo entre 76% e 100% de magnitude. (Fournier 1974).

O momento de floracdo de B. gaudichaudii foi quantificado pela medicéo de
30 inflorescéncias em seis individuos durante 52 dias. Em média as medi¢6es foram feitas a
cada trés dias durante esse periodo. As inflorescéncias foram medidas em seu maior didmetro
com o paquimetro digital e categorizadas como: 1 = inflorescéncia estéril, sem flores em antese
(Fig. 7, A); 2 = inflorescéncia em fase pistilada, flor pistilada com estigma receptivo (Fig. 7,

B); 3 = inflorescéncia em fase estaminada, apenas antese de flores estaminadas (Fig. 7, C e D).

Figura 7 — Inflorescéncia de Brosimum gaudichaudii em pré-antese (A), fase pistilada (B), fase estaminada (C, D).

2.2.3 OBSERVACAO E COLETA DE VISITANTES FLORAIS

Flores e visitantes florais em inflorescéncias de Brosimum foram observadas
de julho a novembro de 2017 por um total de 120 horas, incluindo quatro horas de observagéo
no periodo noturno.

Visitantes de inflorescéncias foram coletados por amostragem aleatoria de 72
ramos terminais contendo inflorescéncias férteis em 20 individuos de B. gaudichaudii entre 0s
periodos de maior atividade de floragdo. Insetos coletados em inflorescéncias foram
preservados em solucdo de AAG (60% de alcool, acido acético glacial e glicerina nas

proporcgdes 10: 1: 1) para estudo taxonémico.
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Armadilhas adesivas foram colocadas perto das inflorescéncias para coletar e
comparar densidades populacionais de visitantes florais. As armadilhas foram construidas com
plastico transparente (10x10 cm) com uma fina camada de cola adesiva para insetos.

As armadilhas foram afixadas em ramos com barbantes e orientadas
perpendicularmente ao eixo de inflorescéncia a uma distancia de aproximadamente 2 cm das
flores. O estudo incluiu 27 armadilhas em inflorescéncias em fase reprodutiva e 9 armadilhas
de controle, localizadas nas arvores sem inflorescéncia. Para comparar a densidade de visitantes
entre plantas em floracdo e plantas estéreis (controle), armadilhas foram mantidas por 20 dias
nas arvores.

Os insetos aderidos as armadilhas foram morfotipados e contados. A
abundéancia entre ordens de artrépodes foi comparada usando testes t de Student, valores de p
< 0,05 foram considerados significativos.

2.2.4 Experimentos de Polinizacdo e Sucesso Reprodutivo

Os testes de polinizagdo controlada foram realizados com 20 individuos. Em
todos os testes, inflorescéncias imaturas foram isoladas e envolvidas em saco de papel
semipermedvel e, posteriormente, submetidas aos seguintes tratamentos: 1 = agamospermia
(inflorescéncias tiveram o estigma da flor pistiladas cauterizado com ferro aquecido); 2 =
autopolinizacao espontéanea (inflorescéncias previamente ensacadas foram deixadas intactas
sem qualquer interferéncia); 3 = autopolinizagdo manual (inflorescéncias previamente
ensacadas, ap0s antese da flor pistilada, foram polinizadas manualmente com pdlen da prépria
planta); 4 = polinizacdo cruzada (inflorescéncias previamente ensacas foram polinizadas
manualmente com poélen proveniente de diferentes individuos).

Para quantificar o potencial e o sucesso reprodutivo em condi¢fes naturais,
foi calculado o sucesso reprodutivo pré-emergente (SRPE) através da razdo entre frutos e

inflorescéncias produzidas por individuo (n=60) (Wiens et al., 1987).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Fenologia e Biologia Floral

Todos os individuos de B. gaudichaudii estudados apresentaram
inflorescéncias bissexuadas. A inflorescéncias de Brosimum s&o protoginicas. A flor pistilada,
geralmente Unica e central, entra em antese quando a inflorescéncia alcanga aproximadamente
4 mm de diametro e permanece receptiva por aproximadamente 12 dias. Ap0s esse tempo,
iniciam a abertura de sucessivas flores masculinas, que perduram pelos proximos 13 dias. Em
média sdo produzidas 14 flores estaminada por inflorescéncia que entram em antese
gradualmente, iniciando a abertura nas extremidades da inflorescéncia em direcdo ao centro. O
desenvolvimento total da inflorescéncia dura em média 42 dias. (Fig. 8)

As inflorescéncias de B. gaudichaudii podem exibir variagdo quanto ao
comprimento do peddnculo da inflorescéncia, tamanho da inflorescéncia (5,4 — 7,2 mm),

numero de flores estaminadas (7-26) e pistiladas (1-3) e comprimento e exposicao do pistilo.

7.0
Inflorescéncia em
pre-antese

T
Antese fior pistilada Antese das flores : Senescéncla
estamindas :
1

6,57

6,0

5,59
5,07

457

4,0
3,59

3,07

Diametro da inflorescéncia (mm)

2,57

Dias
Figura 8 - Biologia floral de Brosimum gaudichaudii com estagios de desenvolvimento indicado.

O tamanho da inflorescéncia durante o desenvolvimento variou em média de
2,8 mm a 6,6 mm de largura. A maioria das inflorescéncias apresentam apenas uma flor
pistilada, mas dois dos sessenta individuos observados possuiam duas ou trés flores pistiladas

por inflorescéncia. A liberagéo de odor suave e adocicado foi observado em diversas ocasides,
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sempre entre 17 e 19 horas, sendo mais perceptivel em dias mais quentes e de menos vento.
A atividade de floragéo de B. gaudichaudii ocorreu entre os meses de junho

a janeiro. A intensidade de floragdo foi maior entre os meses de setembro e outubro (<70%)
com pico de intensidade no més de setembro (Fig. 9).

— Atividade de floragio
100 == Intensidade de floragdo
= Atividade de frutificagdo
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Figura 9 - indice de atividade e intensidade de floracéo e frutificagdo de B. gaudichaudii, S&o Paulo, Brasil em
2017.

Plantas com flores estaminadas e pistiladas em antese simultaneamente so
passam a ser maioria nos meses de agosto e setembro. A partir da segunda quinzena de outubro
apenas flores estaminadas estdo em antese.

A formacao de frutos so foi observada a partir do més de setembro, com maior
atividade no més de outubro e novembro.
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Figura 10 - indice de atividade por fenofase de floracio de B. gaudichaudii, Sio Paulo, Brasil em 2017.

Quando analisamos a fenofases de floracdo separadamente, observamos que
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no inicio, entre os meses de junho a agosto, a atividade de floragédo ainda é pequena, e devido a
protoginia, apenas metade das plantas encontram-se em fase estaminada (Fig.10). Durante esses
meses nédo foi observado a formacéo de frutos.

2.3.2 Observacéo e Coleta de Visitantes Florais

Brosimum gaudichaudii aparenta baixa atividade de visitantes, apenas quatro
espécies de artropodes visitam suas inflorescéncias. Apis melifera Linnaeus 1758 visita
ocasionalmente inflorescéncias e ramos terminais coletando latex durante as horas mais quentes
do dia. Duas espécies de Diptera visitam inflorescéncias durante o inicio da floragdo, contudo,
durante esse periodo ndo foi observado a formacéo de frutos e os espécimes coletados visitando
inflorescéncias ndo possuiam gréos de pdlen aderidos ao corpo.

Apenas Haplothrips fiebrigi Priesner, 1931 inseto da ordem Thysanoptera,
popularmente conhecidos como tripes, foram observados em diferentes estagios de
desenvolvimentos durante toda a floragdo de B. gaudichaudii. Ninfas de tripes aparecem no
inicio da floracdo, durante os estagios iniciais de desenvolvimento da inflorescéncia, onde
aparentemente se alimentam do tecido epidérmico das inflorescéncias.

Apds a anteses das flores estaminadas, estagios ninfais e adultos sdo
observados em todos os individuos de B. gaudichaudii, em maior ou menor densidade.
Haplothrips fiebrigi visita ativamente flores estaminadas e pistiladas em busca de grao de p6len,
entram na cavidade da flor estaminada, imersa no receptaculo, e se alimentam de pdlen

ativamente (Fig. 11 e 12).

Figura 11 - Haplothrips fiebrigi visitando flores estaminadas (A), e recoberto de grdos de pdlen (B), apés se
alimentar no interior da flor estaminada (C).
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Durante o periodo de maior intensidade de floracdo, adultos circulam entre
inflorescéncia de diferentes fases de desenvolvimento, aglomerando-se e acasalando no apice
dos ramos, onde finalmente depositam seus ovos sobre inflorescéncias em inicio de

desenvolvimento, ainda protegidas pelas estipulas terminais.

Ovos eclodem e ninfas
se desenvolvem
sobre a inflorescéncia. ”

a

€

Adultos copulam no 4pice Adultos circulam ativamente entre
dos ramos e ovopositam flores estaminadas e pistiladas
sobre inflorescéncias jovens. coletando e se alimentando

de gréos de pélen.

Figura 12 - Ciclo de vida proposto de Haplothrips fiebrigi em relacéo a fenologia de floracéo de B. gaudichaudii.

Tripes estavam em 80% das amostras (n=73) de inflorescéncias coletadas
aleatoriamente durante o més de setembro.

Diptera foi a ordem mais abundante, porém a abundancia média por
armadilha ndo foi significativamente maior para plantas com inflorescéncias do que para
arvores ndo florescentes, indicando que dipteras ndo sao especificamente visitantes florais.

Thysanoptera foi a segunda ordem com maior frequéncia nas armadilhas
adesivas, sendo a Unica ordem com diferenga significativa (T(34)= 3,139; p= 0,003) entre
plantas férteis e estéreis (Fig. 13).
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Figura 13 - Média de nimero de artrpodes em armadilhas pegajosas em plantas em florac&o e controles.

2.3.3 Experimentos de Polinizacdo e Sucesso Reprodutivo

De um total 355 cruzamentos controlados, apenas o tratamento de “polinizac¢do cruzada”
obteve sucesso reprodutivo, mostrando que a espécie é auto-incompativel. Mesmo assim,
apenas 10% dos tratamentos de polinizacdo cruzada desenvolveram frutos (n=58). Todos 0s
demais tratamentos (agamospermia, autopolinizacdo espontanea, autopolinizacdo manual e
controle) ndo resultaram em formacéo de fruto.

B.gaudichaudii produziu em média aproximadamente 144 inflorescéncias e 5,5 frutos

por individuo, o que resultou em um sucesso reprodutivo de apenas 0,38%.

24 DiscussAo

Assim como em outras regides de Cerrado brasileiro, no estado de Sdo Paulo
B. gaudichaudii apresentou floragdo nos meses mais secos do ano, com pico de intensidade no
més de setembro, antecedendo o periodo de inicio das chuvas (de Faria et al., 2015). Apos dias
de chuva durante a floracdo, foi possivel observar uma reducdo expressiva no numero de
visitantes florais, indicando que a condigéo de estiagem pode ser uma fator que favorece a

polinizacdo e sucesso reprodutivo da espécie.
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Observacdes de campo juntamente com observacdes de amostras de herbario
mostram que todas as espéceis de inflorescéncias bissexuais do género Brosimum, incluindo
B.gaudichaudii. sdo protoginicas. Protoginia é a ndo sincronizagdo da antese em flores do
mesmo individuo, tornando o estigma receptivo antes da liberacdo dos gréos de pélen (Sakai e
Weller 1999; Cardoso et al., 2018)

A separacdo de polen e estigmas, em geral, atua reduzindo a auto-
interferéncia entre eles e, muitas vezes, também a auto-fertilizacdo. Apesar de muitas espécies
dicogamicas serem também auto-incompativeis, esses mecanismos propiciam principalmente
um aumento da producéo de frutos e sementes, uma vez gque todos os individuos sdo doadores
de polen e também produtores de frutos. Espécies nas quais os polinizadores ocupam uma flor
por um periodo prolongado costumam ser protoginas, de modo que o p6élen possa ser depositado
na entrada e removido na saida (Lloyd, 1976).

Varia¢des quanto ao tamanho da inflorescéncia e nimero de pecas florais séo
observadas e descritas em outras espécies de Brosimum (Berg, 1972). O tamanho e ndmero total
de flores estaminadas produzidas por uma unica inflorescéncia em B. gaudichaudii parece estar
relacionado com a disponibilidade de recursos, que propiciam um maior ou menor desempenho
na floracdo. O numero de flores pistiladas aparentemente é fixo nas espécies de Brosimum.
Brosimum gaudichaudii possui uma Unica flor pistilada, mas em alguns poucos individuos
foram verificadas duas ou trés flores pistiladas por inflorescéncia. Essa plasticidade também é
observada em B.rubescens, B.parinarioides e B.melanopotamicum (Berg, 1972).

Em B.gauduchaudii, individuos de H. fiebrigi desenvolvem os primeiros
estagios ninfais sobre uma Unica inflorescéncia, obtendo recursos para a desenvolvimento em
adulto. Quando os tripes se tornam adultos, as flores estaminadas estdo iniciando a antese e
esses passam a circular e se alimentar de pélen em diversas inflorescéncias.

A presenca predominante de ninfas de H. fiebrigi durante o inicio da floracéo,
combinado com o surgimento de frutos apenas apds o aparecimento massivo de adultos, sugere
que durante o inicio da floragéo, inflorescéncias sirvam para nutrir e aumentar a populacao de
polinizadores, e esses, por suas vez, quando em abundancia, polinizam efetivamento B.
gaudichaudii.

Devido ao tamanho diminuto, ndo ficou claro qual o recurso floral utilizado
por H. fiebrigi durante os estagios ninfais, quando ainda ndo existe polen disponivel para a
alimentacdo. Entretanto, tricomas capitados presente na superficie das inflorescéncias de B.

gaudichaudii contém polissacarideos e lipidios (Jacomassi et al., 2007) e estdo concentrados
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em maior propor¢do proximo a cavidade estigmatica.

Substéncias presentes em tricomas secretores, dependendo de sua localizacéo
e da natureza do contetdo, além de proteger os 6rgaos, podem atuar na atracdo de polinizadores
e dispersores (Fahn, 2000). O papel que estas estruturas secretoras possam vir a exercer na
polinizacdo merece ser investigado com maior atencdo, visto que a espécie nao apresenta
nectéarios e nem estruturas chamativas nas inflorescéncias (Leite, 2016).

Em Macaranga tanarius Airy Shaw (Euphorbiaceae), espécie também
polinizada por tripes, o recurso floral fornecido néo € polen, e sim néctar secretado por tricomas
na base das bracteas (Moog et al., 2002; Ishida et al., 2009).

Espécies polinizadas por tripes (Thysanoptera) tendem a ter o
desenvolvimento floral sincronizados com o crescimento e desenvolvimento dos insetos. Dessa
forma a planta oferece todo recurso necessario para todo o desenvolvimento do polinizador.
(Varatharajan et al., 2016).

A utilizacdo da inflorescéncia como local de desenvolvimento, a disparidade
de densidade populacionais entre armadilhas, e o fato de ser a Unica espécie que visita flores
estaminadas e pistiladas transportando pélen ativamente, fez com que consideremos H. fiebrigi
0 Unico polinizador efetivo de B. gaudichaudii.

O género Haplothrips € um dos mais ricos em espécies (230 espécies). H.
fiebrigi é registrada para Argentina, Paraguai e Brasil nos estados do Rio Grande do Sul e S&o
Paulo. (Mound, 2002; Mound e Zapater, 2003). Nada se sabe sobre a biologia dessa espécie, e,
possivelmente, 0 nome as vezes seja usado incorretamente (Laurence Comunicacédo pessoal)

Espécies de Haplothrips tendem a exibir tigmotaxia, ou seja, gostam de se
arrastar para espacos estreitos, muitas espécies de Haplothrips vivem nas flores de Asteraceae
(Mound, 2002; Lima, 2012). Em B. gaudichaudii tripes se arrastam e se escondem na base e
entre os peddnculos florais, nos apices dos ramos, entre pré-folhas e estipulas apicais, além de
se abrigarem e se alimentarem na cavidade da flor estaminada por grandes periodos. Assim
como em Castilla, ndo ¢ evidente o que atrai o polinizador a flor pistilada. Aparentemente em
B. gaudichaudii, tripes visitam flores pistiladas ao acaso, enquanto circulam por todas as
inflorescéncias do ramo em busca de grdos de pélen.

Com esse registro, B. gaudichaudii passa a ser o terceiro caso de polinizacéo
por tripes em Moraceae, juntamente com Antiaropsis decipiens e Castilla elastica, ambas

pertencentes a tribo Castilleae.



53

A semelhanca entre as estruturas florais entre as espécies do género
Brosimum nos faz suspeitar que outras espécies possam também ser polinizadas por tripes, e
que essas relagdes possam explicar parte da evolucdo da morfologia floral e os sistemas
reprodutivos observados no género.

Algumas caracteristicas em espécies de Moraceae, como, por exemplo,
inflorescéncias de tamanho médio e pouco atraente, sem néctar, grdos de polen pequenos e a
estrutura floral compacta e globosa, sdo sindromes encontradas em espécies polinizadas por
tripes (Kirk, 1997).

B. gaudichaudii foi considerado auto incompativel, o que poderia explicar a
baixa formacéo de frutos, j& que tripes sdo considerados péssimos voadores e polinizadores ndo
muito eficientes (Monteiro e Mound, 2012). Contudo, o sucesso reprodutivo foi baixo mesmo
no tratamento manual de polinizagdo cruzada, o que indica que outros fatores também podem
estar associados a baixa formacéo de frutos.

Devido ao seu pequeno tamanho e fraca capacidade de voar, além de falta de
6rgdo especializado para transportar pélen, tripes ndo sdo considerados polinizadores eficientes
(Thien et al., 2000). Essa realidade, somado a auto-incompatibilidade observada em B.
gaudichaudii, podem ser as causas para 0 baixo sucesso reprodutivo da espécie.

Além disso, falhas na polinizacdo podem ocorrer em todas as etapas do
processo de dispersdo. O risco de falha esta associado ao pélen, quando é entregue muito cedo
ou tardiamente ao estigma, ou de baixa qualidade, associadas a polinizadores, quando sao muito
escass0s ou inconstantes, ou ainda, associadas as plantas quando séo especializadas ou seletivas
demais (Wilcock e Neiland, 2002). Nossos resultados, combinados a analise anatbmica do
desenvolvimento do tubo polinico, pode revelar quais sdo as causas da falha na polinizacdo em
B. gaudichaudii.

25 CONCLUSOES

B. gaudichaudii é uma espécie monoica protoginica. A duracdo média da
inflorescéncia em antese é de 25 dias; os 12 primeiros dias sdo destinados a antese da flor
pistilada e o restante para a abertura das flores estaminadas.

A floragdo de B. gaudichaudii ocorreu entre os meses de junho e janeiro no
estado de S&o Paulo, com maior intensidade entre os meses de setembro e outubro. A formagéo

de frutos so6 foi observada a partir do més de setembro com maior atividade no més de outubro
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e novembro.

Haplothrips fiebrigi € o Unico polinizador de B. gaudichaudii. H. fiebrigi
deposita seus ovos sobre as inflorescéncias jovens, onde se desenvolvem até a fase adulta, e
passam a visitar ativamente flores estaminadas e pistiladas a procura de gréos de pdlen. Nos
apices dos ramos adultos se encontram e copulam, e voltam a depositar seus ovos, reiniciando
um novo ciclo reprodutivo.

Né&o foi possivel determinar o motivo do baixo sucesso reprodutivo de B.
gaudichaudii. Uma andlise especifica do sistema de incompatibilidade pertencente a espéecie

pode fornecer evidéncias das causas da baixa producao de frutos.
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APENDICE | - Relagéo de material utilizado na analise filogenética. Codigo em negrito indicam nimero de registro de sequéncias obtidas da
base de dados do GenBank.

Material Local de
Espécie testemunho Herbério coleta Segmentos
Dorstenia hirta Desv. J. M. P. Molina, 395 |FUEL PR trnL-F; ETS
Dorstenia tenuis Bonpl. ex Bureau J. M. P. Molina, 396 |FUEL PR trnL-F; ETS; rcbL
Brosimum alicastrum Sw. J. S. Delay, s.n. FUEL México trnL-F; ETS
Brosimum acutifolium subsp. obovatum (Ducke) C.C.Berg C. T. Pedrollo, s.n. FUEL AM trnL-F
Brosimum lactescens (S.Moore) C.C.Berg J. M. P. Molina, 214 |FUEL AM trnL-F; ETS; rcbL
Brosimum guianense (Aubl.) Huber ex Ducke J. M. P. Molina, 206 |FUEL AM trnL-F; ETS; rcbL
Brosimum gaudichaudii Trécul J. M. P. Molina, s.n. |FUEL SP trnL-F; ETS; rcbL
Brosimum glaziovii Taub. G. Souza, 1816 FUEL RJ trnL-F; ETS; rcbL
Brosimum rubescens Taub. J. M. P. Molina, 225 |FUEL AM trnL-F; ETS; rcbL
Brosimum melanopotamicum C.C.Berg J. M. P. Molina, 249 |FUEL AM trnL-F; ETS; rcbL
Brosimum utile (Kunth) Oken J. M. P. Molina, 235 |FUEL AM trnL-F; ETS; rcbL
Brosimum potabile Ducke J. M. P. Molina, 250 |FUEL AM trnL-F; ETS
Brosimum parinarioides subsp. parinarioides Ducke J. M. P. Molina, 223 |FUEL AM trnL-F; ETS
Brosimum parinarioides subsp. amplicoma (Ducke) C.C.Berg J. M. P. Molina, 244 |FUEL AM trnL-F; ETS
Helianthostylis sprucei Baill. J. M. P. Molina, 245 |FUEL AM trnL-F
Helianthostylis steyermarkii C.C.Berg J. Stropp, 119 INPA AM trnL-F; ETS; rcbL
Trymatoccoccus amazonicus Poepp. & Endl. J. M. P. Molina, 220 |FUEL AM trnL-F; ETS; rcbL

trnL-F (MK79769); rcbL

Trymatococcus oligandrus (Benoist) Lanj. (JQ625978)
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Sistema sexual

Sistema sexual

Género Espécie/subespécie (literatura) (proposto)

Brosimum Sw.
Brosimum acutifolium subsp. acutifolium Huber Dioica Dioica
Brosimum acutifolium subsp. obovatum (Ducke) C.C.Berg Dioica Dioica
Brosimum alicastrum subsp. alicastrum Sw. Dioica Dioica
Brosimum alicastrum subsp. bolivarense (Pittier) C.C.Berg Dioica Dioica
Brosimum costaricanum Liebm. Dioica Dioica
Brosimum gaudichaudii Trécul Monoica Monoica
Brosimum glaucum Taub. Monoica (?) Monoica
Brosimum glaziovii Taub. Dioica Monoica
Brosimum guianense (Aubl.) Huber ex Ducke Monoica Monoica
Brosimum lactescens (S.Moore) C.C.Berg Dioica Dioica
Brosimum longifolium Ducke Monoica Monoica
Brosimum melanopotamicum C.C.Berg Dioica Monoica
Brosimum multinervium C.C.Berg Dioica Monoica
Brosimum parinarioides subsp. parinarioides Ducke Monoica ou dioica Trioica
Brosimum parinarioides subsp. amplicoma (Ducke) C.C.Berg | Monoica Monoica
Brosimum potabile Ducke Monoica Monoica
Brosimum rubescens Taub. Usualmente monoica | Androdioica
Brosimum utile subsp. utile (Kunth) Oken Monoica raro dioica | Monoica
Brosimum utile subsp. allenii (Woodson) C.C.Berg Monoica Monoica
Brosimum utile subsp. ovatifolium (Ducke) CCBerg Monoica Monoica

Trymatococcus

Poepp. & Endl.
Trymatoccoccus amazonicus Poepp. & Endl. Monoica Monoica
Trymatococcus oligandrus (Benoist) Lan;j. Monoica Monoica

Helianthostylis

Baill.
Helianthostylis sprucei Baill. Androdioica Androdioica
Helianthostylis steyermarkii C.C.Berg Androdioica Androdioica
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APENDICE Il - Espécimes analisados para determinac&o dos sistemas sexuais.

Brosimum acutifolium subsp. acutifolium Huber

Amazonas, Manaus, 06/1994, Nascimento, J.R. 516 (INPA 183522); 07/1995; Souza, M.A.D.
de 57 (INPA 183601); 08/1981, Nascimento, J. R. s.n. (INPA 187951); 07/1968, Rodrigues,
W.A. 8512 (INPA 21342); 08/1968, Rodrigues, W.A. 8519 (INPA 21360); 08/1989, Equipe
Fito 3402.2072 (INPA 261520); 08/1989, Equipe Fito 3402.497 (INPA 261529); 11/1972,
Rodrigues, W.A. 9208 (INPA 39717); 01/1977, Nascimento, J.R. 275 (INPA 65716); Séo
Gabriel da Cachoeira, 11/1987, Lima, H .C. 3235 (INPA 181608); 11/1995, Nascimento, J. R.
1109.81 (INPA 174105); 05/1975, Coélho, L.F. 15 (INPA 49896); 11/1987 Lima, H.C. de 3235
(INPA 181608); Mato grosso, 07/1977, Silva, M.G. da 3367 (INPA 83935); 07/1977, Silva,
M.G. da 3367 (INPA 134862); 07/1977, Silva, M.G. da 3262 (INPA 134829), 07/1977, Silva,
M.G. da 3258 (INPA 134827); Ronddnia, Porto velho, 06/2012, Amaral-Santos, A. 3659
(INPA 251648); Roraima, Caracarai, 09/2012, Perdiz, R.O. 1598 (INPA 255386).

Brosimum acutifolium subsp. obovatum (Ducke) C.C.Berg

Amazonas, Manaus, 10/1974, Prance, G.T. 22829 (INPA 47412); Rondbnia, Porto Velho,
06/2010, Pereira-Silva, G. da 15564 (INPA 244864); Porto Rico, San Francisco, 06/1977,
Meneces, E. 646 (INPA 86001).

Brosimum alicastrum subsp. alicastrum
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 08/2006, Santos, O.A. dos 128 (INPA 222843); Venezuela,
Cano Marueta, 08/1976, Lister, JRA 667 (INPA 206217).

Brosimum alicastrum subsp. bolivarense Sw.
Colémbia, Arsenal, 04/1966, Forero, E. 443 (INPA 76424); Peru, San Martin, 04/1966,
Forero, E. 443 (INPA 76424).

Brosimum gaudichaudii Trécul

Mato Grosso, Cuiaba, 09/1976, Macédo, M, 444 (INPA 75012); Chapada dos Guimaraes,
10/1973, Prance, G.T. 19211 (INPA 42702); Poconé, 09/1979, Macédo, M. 1308 (INPA
91836); 09/1976, Macédo, M. 444 (INPA 75012); Minas Gerais, Uberlandia, 10/1993,
Arantes, A.A. etal. 72 (FUEL 13323); Parana, Sengés, 10/2007, Uhlmann, A. etal. s.n. (FUEL
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43673); Ronddnia, Boa Vista, 05/1987, Santos, J.L. dos 753a (INPA 150249); Séo Paulo,
Rancharia, 09/1994, Albino, U.B. et al. s.n. (FUEL 14570).

Brosimum glaucum Taub.
Minas Gerais, Berilo, 02/2001, Tameirdo Neto, E. 3196 (FUEL 33747).

Brosimum glaziovii Taub.

Rio de Jaineiro, Silva Jardim, 01/1994, Lima, H.C. de 4877 (INPA 224254); Sao Paulo,
Cananeia, 08/1987 Melo, M.M.R.F. de 859 (INPA 218801); Monte Alegre, 04/1994, Bernacci,
LC 379 (INPA 218799); Séo Paulo, 10/1934, Hoehne, FC s.n. (INPA 218800).

Brosimum guianense (Aubl.) Huber ex Ducke

Acre, Rio Branco, 07/1989, Arruda, R.W.F. de 12 (INPA 159147); 10/1980, Nelson, B.W. 725
(INPA 110147); Amazonas, Amaturd, 11/1986, Ferreira, C.A.C. 8485 (INPA 153082);
Manaus, 11/1994, Nascimento, J.R. 666 (INPA 183526), 04/1987, Milliken, W. 114 (INPA
167332), 10/2001, Castilho, C.V. 84 (INPA 232378), 12/2001, Castilho, C.V. 412 (INPA
232391); 12/1963, Rodrigues, W.A. 5386 (INPA 14055); 11/1997, Sothers, C.A. 1042 (INPA
192573); Guiana Francesa, Cuyuni, 10/1989, Gillespie, L.J. 2252 (INPA 201782).

Brosimum lactescens (S.Moore) C.C.Berg

Acre, Tarauaca, 09/1994, Daly, D.C. 8278 (INPA 231073); Amazonas, 09/1976, Meneces, E
367 (INPA 86003); Nova Olinda do Norte, 09/2011 Viana, G.P. 199 (INPA 246139); Mato
Grosso, Aripuand, 10/1973, Prance, G.T. 18473 (INPA 41775).

Brosimum longifolium Ducke

Amazonas, Manaus, 10/1963, Rodrigues, W.A. 5503 (INPA 14176); 09/1968, Coleta: Souza,
J.A. de 194 (INPA 21537); 09/1973, Berg, C.C. P18804 (INPA 42283); 08/1976 Coleta:
Oliveira, A.R. de s.n. (INPA60560); Santa Isabel, 10/1987, Ferreira, C.A.C. 9337 (INPA
157528).

Brosimum melanopotamicum C.C.Berg

Amazonas, Manaus, 08/1973, Berg, C.C. 247 (INPA 147934); 10/1981, Nascimento, J.R.
1303.1089 (INPA 174122); 11/1985, Deus, J. de 1103.71.2 (INPA 174242); Equipe Fito
1202.5895 (INPA 260281); 10/2005, Silva, J.B.D. da 391 (INPA 264434).
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Brosimum multinervium C.C.Berg
Amazonas, Tefé, 12/1979, Begazo, 75 (INPA 126588), Peru, 02/1981, Chaccha, O. 11 (INPA
111960).

Brosimum parinarioides subsp. parinarioides Ducke

Amazonas, Manaus, 11/2010, Irume, M.V. 62 (INPA 240588); 11/2007, Ramos, M.P. 459
(INPA 228605); 11/2002, Castilho, C.V. 798 (INPA 232110); 10/1990, Setz, E.Z.P. 310 (INPA
190658); 10/1989, Silva, A.P. da 2303.1662.2 (INPA 175382); 09/1989, Silva, S.S. da
3304.5625.2 (INPA 202041); 02/1993, Oliveira, A.A. de 892 (INPA 196055); 09/1989 Silva,
S.S. da 3304.5625.2 (INPA 175895); 07/1987, Arnoldo s/n (INPA 148319); 08/1969, Coélho
D.F. s/n (INPA 27617); 1972, Monteiro, O.P. 72-250 (INPA 37323); 10/1969, Souza, J.A. de
235 (INPA 23865); 07/1963, Rodrigues, W.A. 5398 (INPA 14067); 09/1976, Mota, C.D.A. da
607 (INPA 66476); 11/1997, Assuncao, P.A.C.L. 721 (INPA 191463); 11/1993, Assuncéo,
PACL 93 (INPA 183500); 09/1997, Souza, M.A.D. de 418 (INPA 191478); 11/1997, Costa,
M.A.S. 792 (INPA 191467); 12/1981, Nascimento, J.R. 3392 (INPA 174158); 10/1989, Setz,
E.Z.P. s.n. (INPA 198126); 03/1984, Mars, L. 3304.3414 (INPA 261454); Equipe Fito
3209.1566 (INPA 261375); 11/1981, Nascimento, J.R. 1302.2873 (INPA 174146); 11/2002,
Castilho, C.V. 786 (INPA 232109); Presidente figueredo, 09/2007, Carvalho-Sobrinho, J.G. de
1709 (INPA 226746); Séo sebastido do Uatumd, 07/1987, Arnaldo s.n. (INPA 148320); Guiana
Francesa, Monts La Fumée Sail, 11/1982, Mori, S.A. 15154 (INPA 150043).

Brosimum parinarioides subsp. amplicoma (Ducke) C.C.Berg
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J.R. 346a (INPA 73392); 08/1998, Vicentini, A 1313 (INPA 197330); Sdo Gabriel da
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APENDICE V- Filogenia combinada dos segmentos trnL-F, ETS de espécies arbdreas

neotropicais da tribo Dorstenieae (Moraceae). As probabilidades posteriores bayesianas séo

indicadas em cada clado.
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APENDICE V - Filogenia combinada dos segmentos rbclL, ETS de espécies arbdreas
neotropicais da tribo Dorstenieae (Moraceae). As probabilidades posteriores bayesianas sao

indicadas em cada clado.
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