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RESUMO

SILVA, Adriano Valentin da, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de

2013. Fenologia de Piper gaudichaudianum Kunth e P. vicosanum Yunck.

(Piperaceae) em fragmento de Floresta Aintica, com enfoque na biologia floral
de P. vicosanum. Orientadora: Milene Faria Vieira.

Estudos fenolégicos em espécies de Piper sdo escassos. Essas plantas sdo importantes
componentes de sub-bosques de florestas tropicais e possuem flores e frutos
morfologicamente semelhantes entre espécies do género. Devido as semelhangas de
habitat e morfoldgicas, informagdes fenoldgicas sdo particularmente relevantes, pois
auxiliam no entendimento da manutengdo da identidade taxondmica de cada espécie
coocorrente, incluindo aspectos dos seus mecanismos reprodutivos. As flores de Piper
apresentam sequéncia assincronica no desenvolvimento dos quatro (2, 1, 1) ou seis (2,
1, 1, 2) estames. Estudos mostraram que a dicogamia ¢ comum em flores das espécies
desse género. Entretanto, ndo ha informacgdes sobre a longevidade dos estigmas e o
modo de exposicdo de suas areas receptivas associadas a liberacao dos graos de polen.
Foram objetivos analisar e comparar as fenofases vegetativas e reprodutivas de duas
espécies coocorrentes de Piper, P. gaudichaudianum e P. vicosanum, e verificar a
influéncia de fatores abidticos nos seus comportamentos fenoldgicos. Além disso,
descrever a cronologia de liberacao dos graos de pdélen dos quatro estames das flores de
P. vicosanum, associando-a ao periodo de receptividade dos estigmas e ao modo de
exposi¢ao de suas areas receptivas. O estudo fenoldgico foi realizado de setembro/2008
a agosto/2010 em fragmento de Floresta Atlantica, em Vigosa, Minas Gerais, sudeste
brasileiro. Foram avaliados, em 20 individuos de P. gaudichaudianum e 24 de P.
vicosanum, os seguintes eventos fenologicos: emissdo de rebentos (caules emitidos a
partir do solo), brotacdo, producdo e aborto de espigas, espigas com flores em pré-
antese, em antese, com frutos e espigas com frutos dispersadas. Os dados foram
coletados semanalmente e analisados pelo indice de atividade e, ou pela intensidade.
Adicionalmente, foi verificada a sazonalidade das fenofases e sua correlagdo com
varidveis ambientais. No estudo de biologia floral foram avaliadas a receptividade dos
estigmas, com Peroxtesmo KO®, ¢ a viabilidade dos grios de polen, com carmim
acético. Observagdes em campo foram feitas, durante 46 horas, dos periodos de
receptividade dos estigmas e liberacdo de pdlen. Espigas foram ensacadas para verificar

a ocorréncia de autopoliniza¢do espontinea. Aspectos da biologia floral também foram



analisados com auxilio de estudos em microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura, aplicando-se métodos usuais. As fenofases, com poucas excegdes, foram
sazonais e correlacionaram-se positivamente com as varidveis ambientais temperatura
média, precipitacdo e, principalmente, comprimento do dia. A maioria dos rebentos
emitidos por P. gaudichaudianum permaneceu latente. Em P. vicosanum, os rebentos
produziram espigas que floresceram, aumentando o numero total de espigas. A
brotacdo, nas espécies, ocorreu durante todo ou quase todo o ano, com picos sincronos
na estacdo chuvosa (outubro e novembro). As espigas produzidas por P. vicosanum, ao
longo do ano, permaneceram latentes por até 12 meses. Em P. gaudichaudianum, as
espigas foram produzidas na estagdo chuvosa, entre outubro e dezembro, e floresceram
em seguida. Nas espécies, o aborto de espigas foi acima de 73%. Ambas apresentaram
picos de floracdo (antese), frutificagdo e dispersdo de espigas com frutos, também na
estagdo chuvosa (de outubro a margo), sem sobreposi¢do desses eventos entre as
espécies. Piper vicosanum apresentou protoginia incompleta (a fase pistilada durou até
o sexto dia) e houve 100% de frutificagdo, provavelmente devido a fase bissexuada das
flores; portanto, ¢ autocompativel. O periodo de receptividade dos estigmas foi longo
(até 14 dias) e a exposicao e senescéncia das papilas estigmaticas ocorreram de forma
escalonada, em sentido basipeto, caracteristicas inéditas para o género. Nas papilas
senescentes, houve acaimulo de compostos fendlicos, no mesmo sentido. A liberagdo de
p6len assincrona, na sequéncia 1, 1, 1, 1, diferiu da sequéncia de desenvolvimento dos
estames e ¢ descrita pela primeira vez. O processo de liberagdo do pdlen durou por até
seis dias. Concluindo, as espécies possuem estratégias reprodutivas distintas, com
separacao temporal das fenofases reprodutivas, que sdo reguladas por variaveis
ambientais semelhantes. O conjunto da morfologia funcional de P. vicosanum - flores
protoginicas, longos periodos de receptividade do estigma e liberagdao de pdlen, e uma
fase bissexual das flores - parecem ser eventos-chave para suas estratégias reprodutivas

na area de estudo.



ABSTRACT

SILVA, Adriano Valentin da, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2013.
Phenology of Piper gaudichaudianum  Kunth and P. vicosanum Yunck.
(Piperaceae) in Atlantic Forest fragmem, with focus on floral biology of P.
vicosanum. Adviser: Milene Faria Vieira.

Phenological studies in Piper species are scarce. These plants are an important
component in tropical forests understory and have similar floral and fruit attributes
between species of the genus. Due to these similarities, including the habitat,
phenological informations are particularly relevant because they aid to understand the
maintenance of taxonomic identity and the aspects of the reproductive mechanisms in
each co-occurring species. The flowers of Piper exhibit an asynchronous sequence in
development of four (2, 1, 1) or six (2, 1, 1, 2) stamens. Studies have shown that
dichogamy is common in flowers this genus. However, there is not information about
the longevity of stigmas and the mode of exposure of their receptive areas associated
with the release of pollen grains. Our goals were to analyze and compare vegetative and
reproductive phenophases of two co-occurring Piper species, P. gaudichaudianum and
P. vicosanum, and the influence of abiotic factors in their phenological behavior. Also,
describe the chronology of pollen release of four stamens of P. vicosanum flowers,
associating it with period of stigma receptivity and exposure mode of their receptive
areas. The study was carried out from September/2008 to August/2010 in a fragment of
Atlantic Forest located in the municipality of Vicosa, Minas Gerais State, southeastern
Brazil. Twenty individuals of P. gaudichaudianum and 24 of P. vicosanum were
monitored in the following phenological events: emission of sprouts (aerial stem formed
from rhizome), leaf flush, production of spikes, abortion of spikes, flowering (flowers in
pre-anthesis and anthesis), fruiting, and dispersal of spikes with fruits. Data were
collected weekly and analyzed by activity index and, or by intensity. Additionally, was
verified seasonality of the phenophases and their correlation with environmental
variables. In the study of floral biology were evaluated receptivity of stigmas, with
Peroxtesmo KO®, and viability of pollen grains, with acetic carmine. Field observations
of periods of stigmatic receptivity and pollen release were made during 46 hours. Spikes
were bagged to check the occurrence of spontaneous self-pollination. Aspects of floral
biology were also analyzed with the aid of studies in light microscopy and scanning

electron microscopy. For that, we applied the usual methods. With few exceptions, the

Vi



phenophases were seasonal and positively correlated with environmental variables:
mean temperature, precipitation, and, mainly, day length. Most of sprouts emitted by P.
gaudichaudianum remained latent. In P. vicosanum, the sprouts produced spikes and
they flowered, increasing the total number of spikes. The leaf flush, of the both species,
occurred throughout or nearly throughout the year, with synchronous peaks in rainy
season (October and November). The spikes produced by P. vicosanum, throughout the
year, remained latent for up to 12 months. In P. gaudichaudianum the spikes were
produced in the rainy season, between October and December, and flowered shortly
thereafter. In both species, the abortion of spikes was higher than 73%. The species
showed peaks of flowering (anthesis), fruiting and dispersion of spikes with fruits also
in rainy season (October to March), without overlap of these events between them.
Piper vicosanum presents incomplete protogyny (pistillate phase lasted until the sixth
day) and were observed 100% of fruit set, probably due to the bisexual phase of the
flowers; so it is self-compatible. The receptivity of stigmas lasted until 14 days and the
exposure and senescence of stigmatic papillae occurred in staggered way, in basipetal
direction, new characteristics to the genus. In senescent papillae there was accumulation
of phenolic compounds in the same direction. The pollen release was asynchronously,
following the sequence 1, 1, 1, 1, differs from the sequence of stamens development and
is here described for the first time. The process of releasing pollen lasted up to six days.
In conclusion, the species have distinct reproductive strategies, with temporal isolation
of the reproductive phenophases, which are regulated by similar environmental
variables. The set of the functional morphology of P. vicosanum - protogynous flowers,
long periods of stigma receptivity and pollen release, and a bisexual phase of the

flowers - seems to be key events for its reproductive strategies in the study area.
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INTRODUCAO GERAL

A fenologia estuda a ocorréncia de eventos biologicos repetitivos (floracao,
frutificacdo, queda foliar e brotagdo) e sua relagdo com fatores abidticos (variagdes
climaticas) e bioticos (herbivoros, dispersores e polinizadores); além disso, busca-se
estabelecer a sazonalidade desses eventos (Lieth 1974). Os ciclos fenologicos de plantas
tropicais sdo complexos e podem variar, mesmo sendo de uma espécie, se avaliados em
ecossistemas diferentes (Newstrom et al. 1994). E possivel que ocorra variagdo na
floragdo e frutificacdo entre populagdes, entre individuos e entre anos (Bencke &
Morellato 2002).

A biologia floral estuda os eventos relacionados com a vida da flor, desde a
abertura até sua senescéncia; sdo exemplos, o periodo de receptividade do estigma e de
liberacdo dos graos de pélen e a produgio de odor (Vieira et al. 2012). Analisando-se os
dois primeiros eventos verifica-se a ocorréncia da dicogamia (amadurecimento do
androceu em época diferente do gineceu na flor) ou da adicogamia (amadurecimento
sincrono dos orgaos sexuados na flor). Nesse contexto, a morfologia floral ¢ uma
ferramenta essencial se aliada a funcionalidade da flor. Dessa forma, geram-se subsidios
para estudos dos sistemas reprodutivos das espécies.

A familia Piperaceae ¢ pantropical e possui pouco mais de 2.000 espécies
distribuidas em seis géneros (Judd et al. 2009). No Brasil, a familia ocorre nos dominios
da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Floresta Atlantica. Possui quatro géneros, Manekia,
Ottonia, Peperomia ¢ Piper s.l. (Piper s.s.+ Pothomorphe), e 450 espécies (Guimaraes
et al. 2012). Dessas, 307 sdo endémicas (Guimardes et al. 2012) e 63 sdo consideradas
raras (Oliveira et al. 2009). Na Floresta Atlantica ja foram registradas 272 espécies
(Guimaraes et al. 2012).

Algumas espécies de Piperaceae apresentam importancia medicinal (Di Stasi et
al. 2002) e ornamental (Judd et al. 2009). A pimenta-do-reino (Piper nigrumL.) é o
representante mais conhecido (Semple 1974). Os individuos dessa familia comumente
ocorrem em sub-bosques sombreados e, ou em locais abertos (borda e clareiras), em
diferentes estadios sucessionais; algumas espécies sdo encontradas em areas imidas ou
paludosas (Silva 2010).

Piper s.l. inclui mais de 1.000 espécies arbustivas, herbaceas ou trepadeiras e
sua maior diversidade ocorre na regido tropical das Américas (700 espécies) e no
sudeste da Asia (300) (Jaramillo & Manos 2001). E representado nas florestas

brasileiras por 285 espécies, sendo 192 endémicas do Brasil (Guimaraes et al. 2012).



Na Esta¢do de Pesquisa Treinamento e Educagdo Ambiental Mata do Paraiso
(EPTEAMP), maior fragmento florestal de Vigosa e local do presente estudo, foram
reconhecidos 18 taxons de Piperaceae, distribuidos em dois géneros: Ottonia e Piper
s.l.; esse ultimo foi o mais representativo, com 17 espécies (Carvalho-Okano & Alves
1998). Dentre essas espécies, as mais abundantes, Piper gaudichaudianum Kunth e P.
vicosanum Yunck. (Figura 1), sdo coocorrentes e habitam o sub-bosque e, por isso,

foram selecionadas como objetos do presente estudo.

Figura 1: Espécies estudadas: Piper gaudichaudianum Kunth (foto da esquerda) e P.

vicosanum Yunck. (foto da direita).

Diante do pouco conhecimento sobre aspectos reprodutivos de espécies de
Piperaceae e de sua importancia na composicdo do sub-bosque de florestas tropicais,
foram objetivos: estudar a fenologia vegetativa e reprodutiva de duas espécies
coocorrentes de Piper sl., P. gaudichaudianum e¢ P. vicosanum, e analisar

detalhadamente a biologia floral de P. vicosanum.
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CAPITULO 1

Fenologia de duas espécies coocorrentesRiper L. (Piperaceae) em floresta

estacional semidecidual no sudeste do Brasil

RESUMO

Estudos fenoldgicos em espécies de Piper sdo escassos. Essas plantas sdo importantes
componentes de sub-bosques de florestas tropicais e possuem flores e frutos
morfologicamente semelhantes entre espécies do género. Devido as semelhancas de
habitat e morfologicas, informagdes fenoldgicas sdo particularmente relevantes, pois
auxiliam no entendimento da manutencdo da identidade taxonomica de cada espécie
coocorrente, incluindo aspectos dos seus mecanismos reprodutivos. Foram objetivos
analisar e comparar as fenofases vegetativas e reprodutivas de duas espécies
coocorrentes de Piper ¢ verificar a influéncia de fatores abidticos nos seus
comportamentos fenologicos. O estudo foi realizado de setembro/2008 a agosto/2010
em fragmento florestal, em Vigosa, Minas Gerais, sudeste brasileiro. Foram avaliados,
em 20 individuos de P. gaudichaudianum e 24 de P. vicosanum, os seguintes eventos
fenologicos: emissdao de rebentos (caules emitidos a partir do solo), brotagcdo, producao
e aborto de espigas, espigas com flores em pré-antese, em antese, com frutos e espigas
com frutos dispersadas. Os dados foram coletados semanalmente e analisados pelo
indice de atividade e, ou pela intensidade. Adicionalmente, foi verificada a sazonalidade
das fenofases e sua correlagdo com variaveis ambientais. As fenofases, com poucas
excecdes, foram sazonais e correlacionaram-se positivamente com as varidveis
ambientais temperatura média, precipitagcdo e, principalmente, comprimento do dia. A
maioria dos rebentos emitidos por P. gaudichaudianum permaneceu latente. Em P.
vicosanum, os rebentos produziram espigas que floresceram, aumentando o ntimero
total de espigas. A brotagdo, nas espécies, ocorreu durante todo ou quase todo o ano,
com picos sincronos na estacdo chuvosa (outubro e novembro). As espigas produzidas
por P. vicosanum, ao longo do ano, permaneceram latentes por até 12 meses. Em P.
gaudichaudianum, as espigas foram produzidas na estacdo chuvosa, entre outubro e
dezembro, e floresceram em seguida. Nas espécies, o aborto de espigas foi acima de
73%. Ambas apresentaram picos de floragdo (antese), frutificacdo e dispersdo de
espigas com frutos, também na estagdo chuvosa (de outubro a marg¢o), sem sobreposi¢ao
desses eventos entre as espécies. Concluindo, as espécies possuem estratégias
reprodutivas distintas, com separacdo temporal das fenofases reprodutivas, que sao
reguladas por varidveis ambientais semelhantes.

Palavras-chave:Rebentos, espigas latentes, sazonalidade.



Phenology of two co-occurring species éfiper L. (Piperaceae) in seasonal

semideciduous forest in southeastern Brazil

ABSTRACT

Phenological studies in Piper species are scarce. These plants are an important
component in tropical forests understory and have similar floral and fruit attributes
between species of the genus. Due to these similarities, including the habitat,
phenological informations are particularly relevant because they aid to understand the
maintenance of taxonomic identity and the aspects of the reproductive mechanisms in
each co-occurring species. Our goals were to analyze and compare vegetative and
reproductive phenophases of two co-occurring Piper species and the influence of abiotic
factors in their phenological behavior. The study was carried out from September/2008
to August/2010 in a forest fragment located in the municipality of Vigosa, Minas Gerais
State, southeastern Brazil. Twenty individuals of P. gaudichaudianum and 24 of P.
vicosanum were monitored in the following phenological events: emission of sprouts
(aerial stem formed from rhizome), leaf flush, production of spikes, abortion of spikes,
flowering (flowers in pre-anthesis and anthesis), fruiting, and dispersal of spikes with
fruits. Data were collected weekly and analyzed by activity index and, or by intensity.
Additionally, was verified seasonality of the phenophases and their correlation with
environmental variables. With few exceptions, the phenophases were seasonal and
positively correlated with environmental variables: mean temperature, precipitation,
and, mainly, day length. Most of sprouts emitted by P. gaudichaudianum remained
latent. In P. vicosanum, the sprouts produced spikes and they flowered, increasing the
total number of spikes. The leaf flush, of the both species, occurred throughout or nearly
throughout the year, with synchronous peaks in rainy season (October and November).
The spikes produced by P. vicosanum, throughout the year, remained latent for up to 12
months. In P. gaudichaudianum the spikes were produced in the rainy season, between
October and December, and flowered shortly thereafter. In both species, the abortion of
spikes was higher than 73%. The species showed peaks of flowering (anthesis), fruiting
and dispersion of spikes with fruits also in rainy season (October to March), without
overlap of these events between them. In conclusion, the species have distinct
reproductive strategies, with temporal isolation of the reproductive phenophases, which
are regulated by similar environmental variables.

Key words: Latent spikes, seasonality, sprouts.



INTRODUCAO

Em florestas tropicais sazonais, as fenofases vegetativas e reprodutivas das
espécies que as compdem sdo influenciadas pelas variagdes, por exemplo, de
precipitacdo e temperatura (Singh & Singh 1992, Wright & van Schaik 1994, Stevenson
et al. 2008, Rubim et al. 2010). A brotagdo tende a aumentar quando ha maior
disponibilidade hidrica (Wright 1991, Aide 1993), os picos de floragdo geralmente
ocorrem no fim da estacdo seca ou no comego da chuvosa e os de frutificacdo (frutos
maduros), na estagdo seca (Daubenmire 1972, Morellato et al. 1989). A sazonalidade
das fenofases ¢ uma caracteristica marcante nessas florestas (Daubenmire 1972,
Morellato et al. 1989, Morellato & Leitdo-Filho 1996, Stranghetti & Ranga 1997, Thies
& Kalko 2004).

A ocorréncia sincrona de eventos fenologicos em individuos de uma mesma
espécie parece ser vantajosa. A sincronizagdo pode ser uma estratégia para atrair
polinizadores, favorecendo a polinizacdo cruzada e, consequentemente, aumentando o
fluxo génico, ou para evitar predadores de sementes e herbivoros (Opler et al. 1976,
Augspurger 1981, Aide 1993, van Sckaik et al. 1993). Em espécies pertencentes a uma
mesma familia, por outro lado, sdo esperados padrdes fenologicos similares devido as
restricdes filogenéticas (Wright & Calderon 1995, Bawa et al. 2003). Entretanto,
quando as espécies sdo coocorrentes, pressoes seletivas tendem a atuar de modo a evitar
a competicao entre elas (Fleming 1985), por polinizadores (Thomson 1980) e, ou por
dispersores (Snow 1965).

A coocorréncia de representantes de Piperaceae em florestas tropicais € comum.
Hartshorn & Hammel (1994) observaram na Estagdo Biologica La Selva, Costa Rica,
mais de 60 espécies, com predominio de individuos de Piper L. Na Mata do Paraiso, em
Minas Gerais, sudeste brasileiro e area do presente estudo, foram registradas 17 espécies
de Piper sl. (Carvalho-Okano & Alves 1998). Entretanto, em consulta ao acervo do
Herbario VIC, foram encontradas outras duas espécies de Piper s.. coletadas na Mata
do Paraiso; logo, existem 19 espécies nesse local (obs. pess.). Esse género engloba cerca
de 1.000 espécies arbustivas, herbaceas ou trepadeiras e sua maior diversidade ocorre na
regido tropical das Américas (700 espécies) e no sudeste da Asia (300) (Jaramillo &
Manos 2001). E representado nas florestas brasileiras por 285 espécies, 192 delas
endémicas do Brasil (Guimaraes et al. 2012).

Estudos fenologicos em Piper sdo escassos e poucos abordaram fenofases

vegetativas (Opler et al. 1980, Marquis 1988, Angulo-Sandoval & Aide 2000, Thies &
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Kalko 2004). Dentre os que abordaram a fenologia reprodutiva (Opler et al. 1980,
Fleming 1985, Marquis 1988, Mariot et al. 2003, Figueiredo & Sazima 2004, Thies &
Kalko 2004), um avaliou apenas a floracdo (Figueiredo & Sazima 2000) e outro a
frutificagdo (Marinho-Filho 1991). Esses estudos demonstraram que espécies de Piper
apresentam uma diversidade de padrdes fenologicos. Entretanto, houve a tendéncia da
brotagao ocorrer ao longo do ano, da floragdao ocorrer na estacdo chuvosa ou na seca e
da frutificagdo (frutos maduros) ocorrer na estagao chuvosa.

Foram objetivos analisar e comparar fenofases vegetativas e reprodutivas de
duas espécies coocorrentes de Piper, P. gaudichaudianum e P. vicosanum, e verificar a
influéncia de fatores abioticos (temperatura, precipitagdo e comprimento do dia) nas
suas fenofases. Buscou-se responder as seguintes questdes: 1) As espécies apresentam
sobreposi¢do nos periodos de brotagdo, floracao (antese) e frutificagdo? 2) As fenofases
sdo sazonais? 3) Qual a magnitude da correlagdo entre as variaveis ambientais e o

comportamento fenologico das espécies?

MATERIAL E METODOS

Local de estudo

O estudo foi realizado de setembro de 2008 a agosto de 2009 (primeiro ano de
observagdes) e de setembro de 2009 a agosto de 2010 (segundo ano) no fragmento
florestal Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do Paraiso
(daqui em diante, Mata do Paraiso). A Mata do Paraiso localiza-se no municipio de
Vicosa (20°49° e 20°50°S; 42°51° e 42°49°0), Zona da Mata de Minas Gerais, sudeste
do Brasil, e possui 194 ha, com altitudes variando entre 690 e 870 m. E o maior
fragmento florestal de Vigosa e sua vegetagdo pertence a formagao Floresta Estacional
Semidecidual Montana (Veloso et al. 1991), situada dentro dos limites da Floresta
Atlantica sensu lato (Oliveira-Filho & Fontes 2000). No passado sofreu desmatamentos
com vistas ao cultivo de café e, a partir de 1966, quando passou para a responsabilidade
da Universidade Federal de Vicosa (UFV), cessou-se a retirada de madeira (Ribon
2005).

O clima de Vigosa ¢ do tipo Cwb (mesotérmico com verdes quentes € chuvosos
e invernos frios e secos), segundo a classificagdo de Kdppen. De acordo com a ultima
normal climatologica (1961 a 1990), a estagdo seca concentra-se entre os meses de abril
a setembro, com menos de 60 mm de chuva por més e temperaturas variando de 10,1 a

26,6 °C; a estagdao chuvosa inicia-se em outubro e estende-se até marco, apresentando
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pluviosidade maior que 100 mm mensais e temperaturas entre 15,8 ¢ 30 °C. Ao longo
do periodo de observagdes, a precipitagdo foi maior no primeiro ano (1771 mm,
setembro/2008 a agosto/2009) e menor no segundo (1103 mm, setembro/2009 a
agosto/2010), em relagdo a média de 30 anos (1221 mm); outubro de 2008 e janeiro e
fevereiro de 2010 foram atipicos, com menos de 60 mm de chuva. A temperatura, em
geral, foi maior do que os valores da normal climatologica e variou de 12,6 a 29,3 °C e

de 9,9 a 31,5 °C, respectivamente, no primeiro e segundo anos de observagdes.

Espécies estudadas

Dentre as espécies ocorrentes na Mata do Paraiso (Carvalho-Okano & Alves
1998), foram selecionadas as duas mais comumente observadas: Piper
gaudichaudianum Kunth e P. vicosanum Yunck. Material testemunho foi coletado e
depositado no acervo do Herbario VIC do Departamento de Biologia Vegetal da UFV
(VIC 35.606 e 35.609).

Piper gaudichaudianum ¢é arbusto com até 3 m de altura; apresenta o ramo, a
folha e o pedunculo pilosos; a lamina foliar ¢ ovado-eliptica com base assimétrica,
sendo um lado agudo, obliquo, e o outro obtuso, ¢ o apice acuminado; a espiga tem 8-10
cm de comprimento e ¢ comumente curvada (Carvalho-Okano & Alves 1998).

Piper vicosanum ¢ arbusto com 1-3 m de altura; o ramo, a folha e o pedunculo
sdo glabros; a ldmina foliar ¢ eliptica com base sub-simétrica, subcuneada, e o 4pice €
acuminado; a espiga tem 2,5-4,5 cm e ¢ ereta. Foi coletada pela primeira vez em Vigosa
por Y. Mexia, em 1930. No Herbario VIC encontram-se depositados o isétipo e paratipo
dessa espécie (Carvalho-Okano & Alves 1998).

Nessas espécies as flores sdo aclamideas, hermafroditas, sésseis e protegidas
pela bractéola durante a pré-antese; o androceu ¢ constituido por quatro estames; o
gineceu possui ovario supero com trés estigmas sésseis, unilocular, uniovular e
placentagdo basal; o fruto ¢ drupaceo (Yuncker 1972).

Os individuos de ambas as espécies tendem a apresentar-se em touceiras, ou
seja, agrupamentos de caules proximamente emitidos a partir do solo (rebentos), que

caracteriza a producao de clones e propagacao assexuada.

Fenologias vegetativa e reprodutiva
Foram selecionados 20 individuos de P. gaudichaudianum e 24 de P.
vicosanum. Adotou-se como critério de selecdo de individuos adultos, a altura minima

de 1 m, de acordo com as recomendagdes de Fleming (1985). Entre individuos da
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mesma espécie, foi mantida a distdncia minima de 3 m para se evitar o uso de clones.
Foi considerado como um mesmo individuo todos os caules que estavam dentro de uma
circunferéncia de 15 cm de raio.

Para a avaliacdo da fenologia vegetativa, observou-se semanalmente a emissao
de rebentos por individuo e a presenca de brotagao, durante os dois anos de estudo. Foi
considerada como brotagdo, folha emitida com lamina foliar ndo expandida e coloragao
verde-clara; as folhas com lamina foliar expandida sdo verde-escuras.

Para a avaliagdo da fenologia reprodutiva, foi anotada a presenca ou a auséncia
de espigas com flores (em pré-antese ou em antese) € com frutos (imaturos e maduros)
por individuo durante o primeiro ano de observagdes. No segundo ano, foram contados
os numeros de espigas com flores e com frutos por individuo. Do total de espigas
produzidas, foram contadas as espigas abortadas (com flores em pré-antese e, ou em
antese) e as espigas com frutos dispersadas.

Os padroes das fenofases vegetativa (brotagdo) e reprodutivas foram
classificados sensu Newstrom et al. (1994). Foi calculado o indice de atividade
(porcentagem de individuos numa dada fenofase; Bencke & Morellato 2002a),
considerando-se os resultados dos dois anos de estudo. Para tanto, os dados coletados no
segundo ano foram convertidos em presenga ou auséncia. Os eventos fenoldgicos foram
classificados, de acordo com Bencke & Morellato (2002b), em: assincrono (< 20% dos
individuos, para uma dada fenofase), pouco sincrono (20-60%) e altamente sincrono (>
60% dos individuos).

A intensidade das fenofases reprodutivas (sensu d’Ega-Neves & Morellato 2004)
foi calculada utilizando-se a média dos valores semanais de cada més do nimero de
espigas com flores em pré-antese ¢ com frutos. A intensidade dos eventos espigas
produzidas, abortadas, com flores em antese e com frutos dispersadas foi calculada
utilizando-se a soma dos valores semanais.

Adicionalmente, foram coletadas 72 espigas (54 de P. vicosanum e 18 de P.
gaudichaudianum) com frutos maduros, em outros individuos, para calcular o nimero
médio de sementes produzidas por espiga.

A sazonalidade das fenofases foi avaliada por meio de estatistica circular,
utilizando o teste de Rayleigh (Zar 1999). Também foi feita a correlagdo de Sperman
(Zar 1999) com variaveis ambientais (temperatura média, precipitacdo e comprimento
do dia), avaliando a correlagdo dessas variaveis com as fenofases de zero a seis meses
antes de sua ocorréncia. Para tanto, os dados meteorologicos foram obtidos na Estagdo

Meteoroldgica da UFV. Foi calculada a média dos valores semanais de temperatura
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média e comprimento do dia ¢ a soma dos valores semanais de precipitagdo. Essas
analises foram feitas no BioEstat v. 5.0 (Ayres et al. 2007), utilizando os valores
semanais do indice de atividade (apenas do segundo ano de observagdes) e dos nimeros
de espigas produzidas, abortadas, com flores em pré-antese, com flores em antese € com

frutos (imaturos e maduros).

RESULTADOS

Emissédo de rebentos e brotacéo

No inicio das observagdes, em setembro/2008, 16 individuos de P. vicosanum e
trés de P. gaudichaudianum possuiam rebentos, variando entre um a quatro ¢ de um a
dois rebentos por individuo, respectivamente. A partir dessa data, a emissao de outros
rebentos (um ou, raramente, dois) foi observada em nove individuos de cada espécie
(37,5% dos individuos de P. vicosanum e 45% de P. gaudichaudianum), durante os dois
anos de estudo. A produgdo de rebentos predominou (66,7%) na estagdo chuvosa em
individuos de P. vicosanum; em P. gaudichaudianum houve pouca diferenga entre as
estagoes (55,6% na chuvosa e 44,4% na seca). Alguns desses rebentos tornaram-se
reprodutivos durante o periodo de estudo: 16 em P. vicosanum, que corresponde a
45,7% do total de rebentos, e um em P. gaudichaudianum, que corresponde a 7,1%.

A brotagdo em Piper vicosanum ocorreu principalmente durante a estagdo
chuvosa, com picos em outubro e novembro/2008 e 2009, ocasido com mais de 75%
dos individuos nessa fenofase, caracterizando-a como altamente sincrona; na seca nao
houve brotagdo, especialmente entre junho e agosto (Figura 1). Em P.
gaudichaudianum, a brotagdo ocorreu durante todo o ano, com picos em sobreposig¢do
com P. vicosanum, ocasido com mais de 90% dos individuos nessa fenofase, também
altamente sincrona (Figura 1). Nos demais meses, a brotagdo foi pouco sincrona (variou
de 28,8 a 46,3%). Os padrdes de brotacdo das espécies foram, portanto, anual estendido

em P. vicosanum e continuo em P. gaudichaudianum.

Producao de espigas e espigas abortadas

O numero de individuos que se reproduziram variou entre os anos de estudo.
Dos 24 individuos selecionados de P. vicosanum, 23 produziram espigas no primeiro
ano e 22 no segundo. Dos 20 individuos de P. gaudichaudianum, apenas 11 e oito

produziram espigas em cada ano.
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Piper vicosanum produziu espigas durante todo o ano, mas com o pico na
estacdao chuvosa, em dezembro/2009, ocasiao com 53,1% dos individuos nessa fenofase
(Figura 2A), caracterizando-a como pouco sincrona. Em P. gaudichaudianum, a
producdo de espigas ocorreu na estagdo chuvosa, com pico (média de 21,3% dos
individuos) entre outubro e novembro/2009 (Figura 2A); o evento também foi pouco
sincrono. Os padrdes de produgdo de espigas das espécies foram, portanto, continuo em
P. vicosanum ¢ anual intermediario em P. gaudichaudianum.

Piper vicosanum apresentou o pico de intensidade sobreposto com o de
atividade, com 121 espigas, assim como P. gaudichaudianum, com 134 espigas (Figura
2B). Essas espécies produziram, no total, 474 e 231 espigas, respectivamente. Apesar do
menor numero total de espigas produzidas por P. gaudichaudianum, essa espécie
apresentou maior numero de espigas por individuo; em média, 28,9 contra 21,5 em P.
vicosanum.

O aborto de espigas ocorreu ao longo do ano em P. vicosanum e apresentou pico
(42,7% dos individuos) em mar¢o/2010 (Figura 3A), no final da esta¢do chuvosa e trés
meses apds o pico de producdo de espigas (Figura 2A). O aborto de espigas em P.
gaudichaudianum ocorreu durante a estagdo chuvosa, com pico entre dezembro/2009 e
janeiro/2010 (média de 12,9% dos individuos, Figura 3A), periodo seguinte ao pico de
producdao de espigas (outubro e novembro/2009, Figura 2A). Esse evento foi pouco
sincrono em P. vicosanum e assincrono em P. gaudichaudianum.

Os picos de intensidade se sobrepuseram com os de atividade em ambas as
espécies (Figuras 3A, B). Nos picos, 98 e 109 espigas foram abortadas em P. vicosanum
e P. gaudichaudianum, respectivamente. Nessas espécies, foram observados,
respectivamente, os totais de 350 e 196 espigas abortadas, que correspondem a 73,8 e

84,8% do total de espigas produzidas.

Espigas com flores em pré-antese e em antese

Piper vicosanum apresentou espigas com flores em pré-antese durante todo o
periodo de observagdes (mais de 70% dos individuos), com pequena redugdo em
outubro/2009, caracterizando essa fenofase como altamente sincrona (Figura 4A). Essas
espigas permaneceram latentes por até 12 meses e apresentavam cerca de 0,5 cm de
comprimento. Nessa espécie, o nimero médio de espigas com flores em pré-antese
(intensidade) foi alto na maioria dos meses; em média, 188,4 espigas (Figuras 4B).
Houve redugdo em outubro e novembro/2009 (média de 110,9 espigas), periodo

semelhante ao da reducao do indice de atividade.
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Em P. gaudichaudianum, flores em pré-antese foram observados durante a
estagdo chuvosa, com picos entre novembro e dezembro/2008 e 2009 (30 a 40% dos
individuos, Figura 4A); foi um evento pouco sincrono. Houve sobreposi¢dao dos picos
de intensidade e de atividade (Figuras 4A, B). No pico de intensidade foram contadas,
em média, 173,5 espigas com flores em pré-antese. Os padroes da fenofase flor em pré-
antese das espécies foram, portanto, continuo ¢ anual intermediario, para P. vicosanum
e P. gaudichaudianum, respectivamente.

Espigas com flores em antese foram observadas em P. vicosanum na estagdo
chuvosa, em outubro/2008 e 2009 (Figura 5A), durante duas semanas por ano de estudo.
Essa fenofase foi pouco sincrona no primeiro ano (23,3% dos individuos) e assincrona
no segundo (18,3%). Houve sobreposi¢ao do pico de intensidade com o de atividade
(Figuras 5A, B), ocasido em que 141 espigas possuiam flores em antese (média de 6,4
espigas por individuo). Apenas quatro individuos apresentaram espigas com flores em
antese fora desse periodo (16,7% deles).

A antese em P. gaudichaudianum também ocorreu na estagdo chuvosa, em
meses (de dezembro a fevereiro) posteriores a floragao de P. vicosanum (Figura 5A). Os
picos ocorreram em janeiro/2009 e 2010. Foi um evento pouco sincrono (média de
20,5% dos individuos, Figura 5A). Essa espécie apresentou 179 espigas com flores em
antese (média de 22,4 espigas por individuo) e o pico de intensidade ocorreu em
janeiro/2010, mesma época do pico de atividade (Figuras 5A, B), com 121 espigas.

A antese apresentou padrdo anual nas duas espécies, sendo curto em P.
vicosanum ¢ intermediario em P. gaudichaudianum. Nelas houve redu¢do do nimero de
espigas com flores em antese em relagdo ao numero médio de espigas com flores em

pré-antese (Figuras 4B, 5B). Essa reducdo foi devida ao aborto de espigas.

Espigas em frutificacdo ecom frutos dispersadas

As espigas que ndo foram abortadas resultaram em frutificagdo. Em P.
vicosanum, a frutificagdo ocorreu principalmente na estagdo chuvosa, com picos em
novembro/2008 e 2009, ocasido com mais de 70% dos individuos nessa fenofase
(Figura 6A), caracterizando-a como altamente sincrona. Poucos frutos foram
observados durante a estagdo seca, devido a floragdo esporadica em alguns individuos
(veja Figura 5A). Em P. gaudichaudianum, a frutificagdo se estendeu da estacdo
chuvosa até o inicio da seca, com pouca sobreposi¢do com a frutificacdo de P.
vicosanum. Os picos ocorreram entre fevereiro e abril/2009 (média de 13,8% dos

individuos, Figura 6A) e entre janeiro e mar¢o/2010 (média de 26,4% dos individuos,
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Figura 6A). Nessa espécie, a frutificagdo foi assincrona no primeiro ano € pouco
sincrona no segundo. Ambas as espécies apresentaram padrao anual intermedidrio de
frutificagao.

Os picos de intensidade se sobrepuseram com os de atividade (Figuras 6A, B),
com 108,3 espigas com frutos, em média, em P. vicosanum e 22,8 em P.
gaudichaudianum. Em ambas as espécies houve redugdo do numero médio de espigas
com frutos em relagdo ao numero de espigas com flores em antese (Figuras 5B, 6B),
também causada pelo aborto de espigas.

A dispersdo dos frutos foi observada em periodo semelhante ao de frutificagao
em ambas as espécies (Figuras 6, 7A). O pico ocorreu em novembro/2009 em 22,9%
dos individuos de P. vicosanum; P. gaudichaudianum ndo teve um pico definido. Piper
vicosanum dispersou 164 espigas com frutos, sendo 118 em novembro/2009, més do
pico de intensidade; P. gaudichaudianum, 35 espigas com frutos, 15 em abril/2010
(Figura 7B). O numero médio de espigas com frutos dispersadas por individuo foi 7,5
em P. vicosanum e 4,4 em P. gaudichaudianum. Essas espécies apresentaram, em
média, 292,8 (amplitude de 97 a 452) e 1.167,7 (amplitude de 577 a 1.948) sementes
por espiga, respectivamente. Portanto, os individuos de P. vicosanum dispersaram 2.196

sementes e os de P. gaudichaudianum, 5.137.9.

Sazonalidade e correlacdo com variaveis ambientais

As fenofases foram sazonais, excetuando-se os eventos espigas abortadas e em
pré-antese em P. vicosanum e brotagdo em P. gaudichaudianum (Tabela 1). A data
média para a intensidade antecedeu a do indice de atividade. Os valores de r foram
maiores para a intensidade se comparados aos do indice de atividade em todas as
fenofases; a intensidade das fenofases foi mais concentrada e sincrona em torno da data
média que a atividade. Os maiores valores de r em P. gaudichaudianum demonstraram
que as suas fenofases foram mais concentradas e sincronas em torno da data média do
que as de P. vicosanum.

A maioria das fenofases foi influenciada pelas trés varidveis ambientais em
ambas as espécies, exceto antese ¢ nimero de espigas em pré-antese em P. vicosanum e
brotacdo em P. gaudichaudianum (Tabela 2). Além disso, a antese em P. vicosanum foi
influenciada apenas pela precipitagdo. Os valores de r foram semelhantes entre indice
de atividade e intensidade. Comprimento do dia foi a varidvel que apresentou maior

magnitude (maior valor de r) na correlagdo com os eventos fenologicos, exceto para
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antese, nimero de espigas em pré-antese ¢ com frutos em P. vicosanum. O gatilho das

fenofases variou de zero a cinco meses.

DISCUSSAO

A producdo de rebentos pelas espécies estudadas € uma estratégia reprodutiva
vegetativa e foi registrada em varias outras espécies de Piper (Gartner 1989, Greig
1993, Lasso et al. 2009). Essa estratégia contribui para a manuten¢do de suas
populagdes e, segundo Lasso et al. (2012), a reducdo da diversidade genética causada
pela reprodugdo assexuada nao ameacga a habilidade das espécies de responderem as
variagdes ambientais. A reproducdo vegetativa mais comum em Piper ¢ a do tipo
"reposicdo de caule" sensu Greig (1993). Esse tipo caracteriza-se pela emissdo de
rebentos a partir da base da planta original, que frequentemente ocorre ap6s danos no
caule principal.

Algumas espécies de Piper produzem varios rebentos, tal como observado em P.
vicosanum, mas outras possuem apenas um caule, que ¢ substituido ao ser danificado
(Greig 1993). Em P. gaudichaudianum, a maioria dos rebentos emitidos, tanto na
estacdo chuvosa como na seca, permaneceu latente. Nesse caso, os rebentos tendem a se
desenvolver apds a danificagdo de um dos caules, resultando na “reposi¢ao de caule”.
Em P. vicosanum, por outro lado, a produgdo de rebentos ndo caracteriza apenas uma
reposi¢do de caules, considerando que mais da metade deles (66,7%) foi emitida na
estagdo chuvosa, periodo de pico da floragdo, e produziu espigas (45,7% do total de
rebentos). Nesse caso, os rebentos parecem também estar relacionados a reproducao
sexuada, aumentando o numero de espigas produzidas pelos individuos.

A brotacdo durante todo ou quase todo o ano, nas espécies estudadas,
assemelhou-se a0 comumente registrado em espécies de Piper (Opler et al. 1980,
Marquis 1988, Angulo-Sandoval & Aide 2000, Thies & Kalko 2004). Picos de brotagao
na estacdo chuvosa, como observado, tém sido interpretados como uma “fuga” a
herbivoria. Segundo Aide (1993), nessa estagdo, os niveis de herbivoria sd3o menores
por causa da maior disponibilidade de alimentos. Confirmando esse autor, foi verificado
menor dano por herbivoros as folhas de Piper glabrescens (Miq.) C. DC. no seu pico de
brotacdo, na estacdo chuvosa, se comparado aos danos verificados em outros periodos
(Angulo-Sandoval & Aide 2000). Estudos posteriores poderdo confirmar se os graus de
intensidade de herbivoria nas espécies estudadas seguem os observados em P.

glabrescens.
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Picos de brotacdo em alta sincronia, nas populagdes analisadas, parecem
favorecer picos de producdao de espigas, que ¢ dependente da produgdo de folhas
(Marquis 1988). De fato, os picos de producdo de espigas ocorreram
concomitantemente (em P. gaudichaudianum) ou em meses subsequentes (em P.
vicosanum) aos de brotacdo. A redugdo da atividade de brotagdo durante a estagdo seca,
em ambas as espécies, deve estar relacionada com as variaveis ambientais devido a
correlacdo positiva com essa fenofase. Wright (1991) verificou que a ocorréncia de
estresse hidrico durante essa estagdo influencia nos periodos de brotacdo e producao de
espigas em trés espécies de Piper, podendo atrasa-los. Esse autor, entretanto, ndo
analisou a relagdo dessas fenofases com a temperatura e o comprimento do dia.

A auséncia de espigas em nove individuos de P. gaudichaudianum, dentre os 20
monitorados, demonstrou que plantas juvenis foram incluidas na amostragem. O critério
utilizado (altura > 1m), sugerido por Fleming (1985), adequou-se melhor para P.
vicosanum; apenas um individuo, dentre os 24, ndo produziu espigas. Em estudos
fenologicos de espécies arboreas ¢ comum o uso de um valor de didmetro minimo como
critério de inclusdo para garantir que os individuos estejam em fase reprodutiva (d’Ega-
Neves & Morellato 2004). Porém, para espécies arbustivas ndo existe um padrio
semelhante. Uma possivel solugdo, aqui sugerida para espécies de Piper, é, além do
critério proposto por Fleming (1985), selecionar individuos que apresentem cicatrizes
de espigas de episodios reprodutivos anteriores. As cicatrizes localizam-se nos nos, em
posicdo oposta ao local de inser¢ao da folha.

A produgdo continua de espigas em P. vicosanum ¢ sua laténcia por até 12 meses
também foi verificada em Piper arieianum C. DC. (Marquis 1988) e P. cernuum Vell.
(Mariot et al. 2003). Esse comportamento fenolégico explica a alta sincronia da
fenofase flor em pré-antese dessa espécie, diferentemente do observado em P.
gaudichaudianum.

Nas espécies estudadas, a alta producdo de espigas seguida pela alta
porcentagem de aborto mostrou que existe um superavit de espigas produzidas,
provavelmente ampliando a fun¢do masculina (doagdo de polen) em relacdo a feminina
(produgdo de semente), conforme salientou Stephenson (1981). Segundo esse autor,
plantas com superavit de flores hermafroditas sofrem pressao seletiva que leva a uma
mudanga na expressdo sexual, do hermafroditismo para a andromonoicia, intensificando
a func¢do masculina. De fato, espigas funcionalmente estaminadas foram verificadas em
P. gaudichaudianum (obs. pess.), além das funcionalmente hermafroditas. Nas

estaminadas, foram observados pistilos reduzidos e nao-funcionais (= pistilédios), além
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dos estames. Essas espigas sdo abortadas apos liberarem o pdlen, ja que nao frutificam,
e talvez explique a maior porcentagem de espigas abortadas por essa espécie em relagao
a de P. vicosanum. A andromonoicia ¢ aqui citada pela primeira vez em P.
gaudichaudianum e foi também verificada em Piper arboreum Aubl. (Figueiredo &
Sazima 2000).

As fenofases floracdo (antese) e frutificagdo, das espécies estudadas, foram
semelhantes, ou seja, os picos ocorreram na estacdo chuvosa, caracterizando-as como
sazonais. Adicionalmente, correlacionaram-se positivamente com a precipitacdo e a
temperatura média, que sdo varidveis ambientais importantes devido a sazonalidade
climatica existente em florestas tropicais (Wright & van Schaik 1994, Stevenson et al.
2008, Rubim et al. 2010). Entretanto, o comprimento do dia, que ndo ¢ uma variavel
estocastica, foi o melhor preditor dos eventos fenoldgicos entre as varidveis ambientais,
semelhante ao observado por Stevenson et al. (2008) ¢ Rubim et al. (2010). Segundo
esses autores, o comprimento do dia pode atuar como um gatilho da floragdo e
correlacionou-se com o numero de espécies em floracdo e frutificacdo; houve mais
espécies florescendo durante os dias mais longos e frutificando durante os dias mais
curtos.

A floragdo anual, em ambas as espécies, confirma o padrdo mais comum em
Piper (Opler et al. 1980, Fleming 1985, Figueiredo & Sazima 2004, Thies & Kalko
2004). A floracdo anual intermedidria e pouco sincrona, como registrado em P.
gaudichaudianum, resulta na disponibilidade de recursos florais (pdlen) aos
polinizadores por um periodo mais longo (trés meses). Essa caracteristica reprodutiva
pode favorecer a polinizagdo e, consequentemente, a frutificagdo dessa espécie, tal
como verificado em Dipteryx alata Vogel (Fabaceae; Oliveira & Sigrist 2008) e Senna
cana (Nees & Mart.) H.S. Irwin & Barneby (Fabaceae; Souza et al. 2012). A floragdo
pouco sincrona ou assincrona em P. vicosanum foi inesperada, considerando que a
antese restringiu-se ao més de outubro. Esses resultados devem ser consequéncia do
método adotado (indice de atividade; Bencke & Morellato 2002b), com coleta semanal
e analise mensal dos dados. Adicionalmente, o padrdo anual curto encontrado para essa
espécie mostra a importancia de coletas em intervalos inferiores, semanais ou
quinzenais, para uma correta padronizacdo da floragdo. Mariot €t al. (2003) utilizaram
intervalos mensais no estudo fenoldgico de Piper cernuum e ndo conseguiram registrar
as fenofases floragdo (antese) e frutificacdo (fruto maduro), pois elas ocorreram em

intervalos inferiores aos adotados.
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A auséncia de sobreposicao da floragdo, entre as espécies estudadas, caracteriza
um isolamento reprodutivo sazonal sensu Stace (1989) e foi também observada por
Fleming (1985), em estudo realizado com espécies de Piper na Costa Rica. As
floragdes, entretanto, foram sequenciais, iniciando-se com P. vicosanum. Eventos
reprodutivos escalonados devem fazer parte dos mecanismos de polinizagdo dessas
plantas, ainda desconhecidos. Essa suposicao origina-se das semelhancas morfoldgicas
de suas flores, organizadas em espigas. Em florestas tropicais, floracdes escalonadas de
espécies congéneres coocorrentes tém sido consideradas uma estratégia reprodutiva para
atrair polinizadores em comum, sem competicdo interespecifica (Thomson 1980,
Fleming 1985, Aratjo et al. 1994).

O padrdo anual de frutificagdo, observado em ambas as espécies, ¢ o mais
comum em Piper (Opler et al. 1980, Fleming 1985, Marinho-Filho 1991, Thies &
Kalko 2004). A auséncia de sobreposi¢ao das frutificacdes foi observada também por
Fleming (1985), Marinho-Filho (1991) e Thies & Kalko (2004), em outras espécies
coocorrentes desse género. Periodos sequenciais de frutificacdo estdo relacionados ao
suprimento de frutos ao longo do ano, que contribui na manutencdo da populagdo de
dispersores frugivoros (Snow 1965, Thies & Kalko 2004), principalmente morcegos
para as espécies de Piper (Palmeirim et al. 1989, Marinho-Filho 1991, Fleming 2004,
Mello et al. 2004). A separagdo temporal de disponibilidade de frutos diminui a
sobreposi¢do de nichos e, consequentemente, a competicdo por dispersores € sitios
germinativos (Fleming 1985, Thies & Kalko 2004).

O numero de espigas com frutos dispersadas por P. gaudichaudianum, cerca de
4,7 vezes menor que o de P. vicosanum, ndo refletiu em menor numero de sementes
dispersadas. Essa constatacdo ¢ resultante do maior numero de sementes produzidas por
espiga pela primeira espécie (cerca de 4 vezes mais) se comparada a produzida pela
segunda. Em P. gaudichaudianum, o menor niimero de espigas com frutos dispersadas e
maior numero de espigas abortadas (descrito anteriormente) parecem ser fatores
compensados pela maior quantidade de sementes produzidas por espiga. Estudos
posteriores sobre o estabelecimento de plantulas e dindmica populacional poderdo
elucidar esses aspectos da estratégia reprodutiva de cada espécie.

Concluindo, as espécies apresentam fenofases reprodutivas semelhantes, ou seja,
ambas sdo sazonais. Essa semelhanca deve-se, provavelmente, aos aspectos
filogenéticos e pressdes seletivas do ambiente. Entretanto, a coocorréncia pode ser um

fator importante que levou a separagdo temporal dos periodos de floragdo e frutificacao.
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Figura 1: Brotagdo (indice de atividade) em Piper vicosanum (A) e P.

gaudichaudianum (o), na Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais.
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Figura 2: Producao de espigas (indice de atividade) (A) e numero de espigas produzidas

(intensidade) (B) em Piper vicosanum (A) e P. gaudichaudianum (o), na Mata do

Paraiso, Vicosa, Minas Gerais.
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Figura 3: Aborto de espigas (indice de atividade) (A) e nimero de espigas abortadas
(intensidade) (B) em Piper vicosanum (A) e P. gaudichaudianum (o), na Mata do

Paraiso, Vicosa, Minas Gerais.
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Figura 4: Espigas com flores em pré-antese (indice de atividade) (A) e nimero médio de

espigas com flores em pré-antese (intensidade) (B) em Piper vicosanum (A) ¢ P.

gaudichaudianum (o), na Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais.
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Figura 5: Espigas com flores em antese (indice de atividade) (A) e nimero de espigas

com flores em antese (intensidade) (B) em Piper vicosanum ( A) e P. gaudichaudianum

(©), na Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais.
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Figura 6: Espigas com frutos (indice de atividade) (A) e nimero médio de espigas com

frutos (intensidade) (B) em Piper vicosanum (A) e P. gaudichaudianum (o), na Mata

do Paraiso, Vicosa, Minas Gerais.
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Figura 7: Espigas com frutos dispersadas (indice de atividade) (A) e nimero de espigas

com frutos dispersadas (intensidade) (B) em Piper vicosanum (A) ¢ P.

gaudichaudianum (o), na Mata do Paraiso, Vigosa, Minas Gerais.
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Tabela 1: Resultados da estatistica circular (r>0,5; Morellato et al. 2010) utilizando os valores semanais do indice de atividade (IA) e intensidade

(numero de espigas — NE) do segundo ano de observagdes (setembro/2009 a agosto/2010).

Brotacao Espigas
Produzidas Abortadas Em pré-antese Em antese Com frutos
1A 1A NE 1A NE 1A NE 1A NE 1A NE
Piper vicosanum
Média angular 332,4° 13,6° 344,7° 20,9° 298,6° 291,6° 324,5° 304,5°
Data média 3Dez 14Jan 15 Dez 21 Jan 30 0ut 23 Out 25Nov 5 Nov
Comprimento do vetor médio (r) 0,63 0,51 0,84 0,45 0,51 0,05 0,04 0,76 0,97 0,69 0,99
Teste de Rayleigh (p) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 ns ns <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Piper gaudichaudiaum

Média angular 302,3° 292,1° 352,2° 351,3° 326,6° 321,0° 7,1° 1,6° 59,5° 385°
Data média 3Nov 240ut 23Dez 22Dez 27Nov 22Nov 8Jan 2Jan 1Mar 8Fev

Comprimento do vetor médio (r) 0,23 0,96 0,98 0,92 0,98 0,87 0,99 0,96 0,98 0,82 0,99
Teste de Rayleigh (p) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <001 <0,01 <001 <0,01 <001 <0,01 <0,01




Tabela 2: Resultados da correlagdo de Sperman (p<0,05) com as variaveis ambientais

(temperatura média, precipitacdo e comprimento do dia), utilizando os valores semanais

do indice de atividade e intensidade (nimero de espigas) do segundo ano de

observagdes (setembro/2009 a agosto/2010).

Piper vicosanum Piper gaudichaudianum
Temp. Comp. Temp. Comp.
Més média Precipitagio Dia média Precipitagdo Dia
Brotacao 0 0,53 0,60 0,70 ns 0,32 0,53
1 0,52 0,47 0,57 - - -
Producao 0 0,64 0,55 0,70 0,46 0,47 0,76
1 0,71 0,56 0,79 - - -
2 0,51 0,33 0,69 - - -
3 ns ns 0,44 - - -
Aborto 0 0,59 0,57 0,52 0,50 0,33 0,77
1 0,68 0,52 0,72 0,35 0,48 0,66
2 0,57 ns 0,79 ns ns 0,30
g 3 0,28 ns 0,55 - - -
T§ Pré-antese 0 0,35 ns ns 0,46 0,47 0,76
© 1 0,53 ns 0,44 ns 0,42 0,51
3 2 071 0,44 076 - - -
% 3 068 0,49 082 - - -
= 4 0,56 0,35 0,74 - - -
5 ns ns 0,40 - - -
Antese 0 ns 0,28 ns 0,44 ns 0,66
1 - - - 0,34 0,37 0,65
2 - - - ns 0,32 0,38
Frutos 0 0,47 0,40 0,62 0,59 ns 0,29
1 0,44 0,62 0,58 0,71 0,33 0,65
2 0,34 ns 0,36 0,72 0,35 0,86
3 - - - 0,54 0,38 0,80
4 - - - 0,30 0,39 0,57
Producao 0 0,65 0,55 0,71 0,45 0,47 0,76
1 0,70 0,58 0,79 - - -
2 0,50 0,32 0,67 - - -
{)‘30 3 ns ns 0,42 - - -
2 Aborto 0 0,57 0,54 0,53 0,50 0,33 0,77
§ 1 0,66 0,47 0,70 0,36 0,47 0,67
o 2 0,50 ns 0,66 ns ns 0,31
8 3 ns ns 0,49 - - -
2 Pré-antese O 0,28 ns ns 0,45 0,47 0,76
1 ns ns ns ns 0,40 0,50
2 ns ns ns - - -
3 ns 0,34 ns - - -
Continua
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Continuacgao

Piper vicosanum Piper gaudichaudianum
Temp. Comp. Temp. Comp.

Més média Precipitagio Dia média Precipitagdo Dia

Antese 0 ns 0,28 ns 0,44 ns 0,66

S 1 - - - 0,34 0,38 0,65
o 2 - - - ns 0,32 0,38
§ Frutos 0 0,51 0,33 0,60 0,61 ns 0,30
o 1 0,41 0,65 0,61 0,71 0,32 0,66
qg) 2 0,36 ns 0,39 0,71 0,35 0,86
e 3 - - - 053 0,39 0,80
4 - - - 0,30 0,38 0,57
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CAPITULO 2

Cronologia da deiscéncia das anteras eegodo de receptividade dos estigmas em

Piper vicosanum Yunck. (Piperaceae): novosegistros para o género

RESUMO

As flores de Piper s.s. sdo semelhantes morfologicamente e apresentam sequéncia
assincronica no desenvolvimento dos quatro (2, 1, 1) ou seis (2, 1, 1, 2) estames.
Estudos mostraram que a dicogamia ¢ comum em flores das espécies desse género.
Entretanto, n3o ha informacdes sobre a longevidade dos estigmas ¢ o modo de
exposicdo de suas areas receptivas associadas a liberagdo dos griaos de pdlen. Foi
objetivo descrever a cronologia de liberagdao dos graos de poélen dos quatro estames das
flores de Piper vicosanum, associando-a ao periodo de receptividade dos estigmas e ao
modo de exposicao de suas areas receptivas. Foram testadas as seguintes hipoteses: 1) A
liberagcdo do polen pelos quatro estames segue a mesma sequéncia de desenvolvimento
do androceu; 2) Suas flores, assim como as da maioria das espécies de Piper ss,
apresentam protoginia. O estudo foi realizado em individuos de populagdo natural em
um fragmento de Floresta Atlantica, em Vigosa, Minas Gerais, sudeste do Brasil. A
receptividade dos estigmas foi testada com Peroxtesmo KO® ¢ a viabilidade dos grios
de polen, com carmim acético. Observagdes em campo foram feitas, durante 46 horas,
dos periodos de receptividade dos estigmas e liberagdo de pdlen. Espigas foram
ensacadas para verificar a ocorréncia de autopolinizacdo espontanea. Aspectos da
biologia floral também foram analisados com auxilio de estudos em microscopia de luz
e microscopia eletronica de varredura, aplicando-se métodos usuais. Piper vicosanum
apresentou protoginia incompleta (a fase pistilada durou até o sexto dia) e houve 100%
de frutificacdo, provavelmente devido a fase bissexuada das flores; portanto, ¢
autocompativel. O periodo de receptividade dos estigmas foi longo (até¢ 14 dias) e a
exposicao e senescéncia das papilas estigmaticas ocorreram de forma escalonada, em
sentido basipeto, caracteristicas inéditas para o género. Nas papilas senescentes, houve
acumulo de compostos fenolicos, no mesmo sentido. A liberagdao de polen assincrona,
na sequéncia 1, 1, 1, 1, diferiu da sequéncia de desenvolvimento dos estames e ¢
descrita pela primeira vez. O processo de liberacdo do poélen durou por até seis dias. O
conjunto da morfologia funcional de P. vicosanum - flores protoginicas, longos periodos
de receptividade do estigma e liberacdo de podlen, e uma fase bissexual das flores -
parecem ser eventos-chave para suas estratégias reprodutivas na area de estudo.

Palavras-chave:Deiscéncia assincrona de anteras, exposi¢do escalonada de estigma,
protoginia incompleta.
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Chronology of anther dehiscence and stigma receptivity period ¢fiper vicosanum

Yunck. (Piperaceae): new findings for the genus

ABSTRACT

The flowers of Piper s.S. are morphologically similar and exhibit an asynchronous
sequence in development of four (2, 1, 1) or six (2, 1, 1, 2) stamens. Studies have shown
that dichogamy is common in flowers this genus. However, there is not information
about the longevity of stigmas and the mode of exposure of their receptive areas
associated with the release of pollen grains. The goal was to describe the chronology of
pollen release of the four stamens of Piper vicosanum flowers, associating it with the
period of stigma receptivity and exposure mode of their receptive areas. We tested the
following hypotheses: 1) The release of pollen by the four stamens follows the same
sequence of the androecium development; 2) The flowers, like those of most species of
Piper s.s, present protogyny. The study was conducted in individuals from natural
population of a fragment of Atlantic Forest, in Vigosa municipality, Minas Gerais State,
southeastern Brazil. The stigmatic receptivity was tested with Peroxtesmo KO® and
pollen grains viability, with acetic carmine. Field observations of stigmatic receptivity
periods and pollen release were made during 46 hours. Spikes were bagged to check the
occurrence of spontaneous self-pollination. Aspects of floral biology were also analyzed
with the aid of studies in light microscopy and scanning electron microscopy. For that,
we applied the usual methods. Piper vicosanum presents incomplete protogyny
(pistillate phase lasted until the sixth day) and were observed 100% of fruit set,
probably due to the bisexual phase of the flowers; so it is self-compatible. The
receptivity of stigmas lasted until 14 days and the exposure and senescence of stigmatic
papillae occurred in staggered way, in basipetal direction, new characteristics to the
genus. In senescent papillae there was accumulation of phenolic compounds in the same
direction. The pollen release was asynchronously, following the sequence 1, 1, 1, 1,
differs from the sequence of stamens development and is here described for the first
time. The process of releasing pollen lasted up to six days. The set of the functional
morphology of P. vicosanum - protogynous flowers, long periods of stigma receptivity
and pollen release, and a bisexual phase of the flowers - seems to be key events for its
reproductive strategies in the study area.

Key-words: Asynchronous anther dehiscence, incomplete protogyny, staggered
stigmatic exposure.
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INTRODUCAO

Piper s.s. apresenta uma uniformidade morfoldgica em atributos sexuados. Sua
inflorescéncia, a espiga, ¢ caracteristica comum as espécies. A flor ¢ aclamidea, bi- ou
unissexuada, e protegida por uma bractéola durante a pré-antese; o androceu ¢
constituido por dois a seis estames; o gineceu apresenta de dois a quatro estigmas, que
podem ser sésseis, € ovario supero, unilocular, uniovular com placentagdo basal; o fruto
¢ drupaceo (Yuncker 1972).

Estudo realizado por Tucker (1982), com base em analises ontogenéticas,
demonstrou que ha assincronia no desenvolvimento dos estames em espécies de Piper
S.S. com quatro e seis estames. De acordo com essa autora, em espécies com quatro
estames, o desenvolvimento do androceu inicia-se com dois estames, simultancamente,
seguidos por um terceiro e, por ultimo, pelo quarto; em espécies com seis estames, 0s
quatro primeiros seguem a mesma sequéncia de espécies com quatro estames € 0s
outros dois desenvolvem-se por Ultimo e simultaneamente. Entretanto, inexistem
estudos que tenham verificado se a ordem cronoldgica de liberagdo dos graos de poélen
segue a do desenvolvimento dos estames.

O periodo de receptividade dos estigmas em espécies de Piper s.s., com dois a
seis estames, tem sido abordado em estudos que envolveram a biologia de suas flores.
Nesses estudos, a liberagdo de pdlen e a receptividade dos estigmas foram descritos, na
maioria das espécies, como eventos temporalmente isolados na flor, caracterizando a
dicogamia. Foram registradas a protoginia completa ou incompleta (Menon 1949,
Martin & Gregory 1962, Figueiredo & Sazima 2000), a protandria incompleta
(Figueiredo & Sazima 2000, Kikuchi et al. 2007), além da adicogamia (= homogamia;
Figueiredo & Sazima 2000). Esses estudos, entretanto, ndo forneceram informagdes
sobre a longevidade dos estigmas ¢ o modo de exposicdo de suas areas receptivas
associadas a liberagao dos graos de polen. Essa associagdo ¢ importante para esclarecer
0s mecanismos reprodutivos em espécies com quatro ou seis estames, principalmente as
que apresentam a dicogamia parcial, se considerada a assincronia do desenvolvimento
dos estames, segundo Tucker (1982).

Foi objetivo descrever a cronologia de liberagdo de polén dos quatro estames das
flores de Piper vicosanum, associando-a ao periodo de receptividade dos estigmas e ao
modo de exposicao de suas areas receptivas. Foram testadas as seguintes hipoteses: 1) A

liberagdo do polen pelos quatro estames segue a mesma sequéncia de desenvolvimento
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do androceu; 2) Suas flores, assim como as da maioria das espécies de Piper ss,

apresentam protoginia.

MATERIAL E METODOS

Espécie estudada e area de estudo

Piper vicosanum Yunck. ¢ arbusto com 1-3 m de altura; sua espiga ereta mede
2,5-4,5 cm (Carvalho-Okano & Alves 1998). As flores (cerca de 300 por espiga; obs.
pessoal) sdo bissexuadas e possuem quatro estames e gineceu tricarpelar, com trés
estigmas sésseis (Yuncker 1972). As demais caracteristicas sdo as mesmas descritas
anteriormente para as espécies de Piper s.S. As espigas sdo produzidas ao longo do ano
e permanecem latentes por cerca de 12 meses; a antese e a frutificagdo ocorrem na
estacdo chuvosa, respectivamente, em outubro € em novembro (veja Capitulo 1).

Foram analisados individuos de P. vicosanum de popula¢do natural no
fragmento florestal Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacdo Ambiental Mata do
Paraiso (daqui em diante, Mata do Paraiso). A Mata do Paraiso localiza-se no municipio
de Vigosa (20°49° e 20°50°S; 42°51° e 42°49°0), Zona da Mata de Minas Gerais,
sudeste do Brasil, e possui 194 ha, com altitudes variando entre 690 e 870 m. E o maior
fragmento florestal de Vicosa e sua vegetagao pertence a formagao Floresta Estacional
Semidecidual Montana (Veloso et al. 1991), situada dentro dos limites da Floresta
Atlantica s.l. (Oliveira-Filho & Fontes 2000).

Biologia floral e teses de polinizagao

Espigas em diferentes estadios, frescas ou estocadas em etanol 70%, foram
analisadas sob estereomicroscépio, visando a melhor compreensdo da sua morfologia e
biologia floral.

A receptividade dos estigmas foi testada em 35 espigas frescas que
apresentavam flores entre a pré-antese e a senescéncia. Foi utilizado o Peroxtesmo
KO®, seguindo a metodologia proposta por Dafni & Maués (1998). Em cada espiga, o
teste foi realizado em flores localizadas em trés areas: no terco inferior, no meio e no
ter¢o superior. Adicionalmente, foram observados em individuos da populacao natural,
ao longo de 19 dias consecutivos (total de 46 horas), o periodo de receptividade dos
estigmas, observando-se a exposi¢cdo das papilas estigmaticas em flores de 20 espigas,

desde a pré-antese até a senescéncia, com auxilio de lupa de mao (aumento de 30X).
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A viabilidade dos graos de polén foi testada de acordo com a sequéncia de
desenvolvimento dos estames sugerida por Tucker (1982). Para tanto, 15 espigas foram
fixadas em FAA7y por 48 horas e, posteriormente, estocadas em etanol 70%. Foram
utilizados os estames que se encontravam completamente expostos, sem a protecdo da
bractéola. Em cada lamina foram colocadas cinco anteras de flores da mesma espiga,
que foram maceradas sobre uma gota de carmim acético (Radford et al. 1974). Por
lamina foram contados 200 grdos, separando-os em viaveis e invidveis (Kearns &
Inouye 1993). O periodo de disponibilidade de graos de podlen na flor foi observado nos
mesmos dias e flores utilizados para verificar o periodo de receptividade dos estigmas
em individuos de populacao natural.

Para verificar a independéncia de polinizadores para que ocorra a frutificacao,
foi testada a autopolinizagdo espontanea em 20 espigas isoladas com sacos de tecido
(failete) antes do inicio da receptividade dos estigmas; as espigas permaneceram assim
até a sua queda ou frutificacdo. Outras 20 foram marcadas e deixadas expostas a

visitagdo (polinizagdo aberta ou controle).

Microscopia de luz e eletrénica de varredura

Aspectos da biologia floral também foram analisados com auxilio de estudos em
microscopia de luz (ML) e microscopia eletronica de varredura (MEV). Para tanto,
espigas coletadas desde botdo floral até a senescéncia foram fixadas em glutaraldeido a
2,5% (tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2) por 48 horas, lavadas em tampao e,
posteriormente, desidratadas em série etandlica crescente e estocadas em etanol 70%.

As andlises de ML foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em
Vigosa, Minas Gerais. Amostras de algumas das espigas estocadas em etanol 70%
foram desidratadas em série etandlica crescente e incluidas em resina hidroxi-etil-
metacrilato (Historesin® — Leica) de acordo com as recomendacdes do fabricante. No
estddio em que os dois primeiros estames poderiam liberar pdlen, de acordo com a
sequéncia de desenvolvimento (Tucker 1982), foram feitas seis repeti¢des; para os
demais estadios foi utilizada apenas uma amostra. O material foi seccionado transversal
e longitudinalmente em micrétomo rotativo de avanco automdtico (modelo RM2155,
Leica, Deerfield, EUA) com 5um de espessura, corado com azul de toluidina, pH 4,4
(O’Brien et al. 1964) ¢ montado sob laminula com resina sintética (Permount®™). As

laminas foram observadas em fotomicroscopio (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical,
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Tokyo, Japao) equipado com sistema U-Photo com camara digital acoplada (modelo
AxioCamHRc, Zeiss, Gottinger, Alemanha).

Amostras de outras espigas foram preparadas para andlise em MEV, etapa
realizada no Nucleo de Microscopia e Microanalise (NMM) do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude, da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa, Minas
Gerais. As amostras foram desidratadas em série etandlica e levadas a secagem em
ponto critico de CO, (equipamento Critical Point Dryer, modelo CPD 020, Bal-Tec,
Balzers, Liechtenstein). Apos a fixagcdo das amostras nos suportes com uma mistura de
esmalte e pd de grafite, foi realizada a deposicdo metalica com ouro (equipamento
Sputter Coater, modelo FDU 010, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). A observagao ¢ a
captura de imagens foram realizadas em microscopio eletronico de varredura (modelo

LEO 1430 VP, Zeiss, Cambridge, Inglaterra).

RESULTADOS

Nas flores em pré-antese (botdes florais), o androceu e o gineceu encontram-se
totalmente encobertos pela bractéola (Figura 1). Com o inicio da retracdo da bractéola,
nos botdes florais, ocorre a exposi¢ao parcial do androceu: por¢ao apical das anteras de
trés dos quatro estames. Dois estames posicionam-se lateralmente em relagdo a
bractéola (estames 1 e 2) e acima do terceiro estame (estame 3), posicionado entre os
dois primeiros (Figura 2). Seis dias, em média, apds o inicio da retracdo da bractéola, os
trés estigmas, justapostos e eretos, tornam-se visiveis entre os trés estames, agora com
as anteras quase totalmente expostas (Figuras 3, 4); os estames 1 e 2 permanecem acima
do 3. Nessa ocasido, a flor, ainda em pré-antese, apresenta o quarto estame oculto pela
bractéola.

A antese inicia-se com a receptividade dos estigmas, que possuem papilas
localizadas na face ventral (Figura 5), em flores que apresentam as anteras de trés
estames expostas (estames 1-3), mas indeiscentes (Figura 6). Nesse inicio, os estigmas
encontram-se parcialmente afastados entre si, na por¢ao distal, e as papilas receptivas
(teste positivo com o Peroxtesmo KO®) estdo posicionadas no tergo superior e estido
targidas; o restante das papilas esta oculto pela porcao dos estigmas ainda justaposta
(Figuras 6, 7). Os estigmas encontram-se em posi¢ao oposta em rela¢do aos estames 1, 2
e 3 e um deles (o oposto ao estame 3) ¢ menor em comprimento que os outros dois
(Figuras 6, 7). A receptividade dos estigmas em periodo anterior a liberacdo de pdlen

caracteriza a dicogamia protoginica.
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Um ou dois dias apos o inicio da antese, a antera do quarto e ultimo estame
(estame 4), localizado entre a bractéola e o ovario, ¢ parcialmente exposta, devido a
total retracdo da bractéola (Figuras 8, 9). Nessa ocasido, observa-se que os estames
encontram-se em trés alturas distintas: os estames 1 e 2 s3o os mais altos, seguidos pelo
3, e, por ultimo, o 4 (Figura 10). Essas diferencas em alturas estdo relacionadas a
dinamica de retragdo da bractéola e a sequéncia de desenvolvimento dos estames na
flor, observada pela ordem cronologica de sua exposicdo, parcial (apenas antera) e total
(filete e antera). Embora todos os estames estejam parcialmente expostos, ainda ndo ha
liberagdo de podlen, mas ocorre maior afastamento dos estigmas. Com o afastamento, as
papilas targidas e receptivas sao quase que totalmente expostas (Figuras 8, 11); a porcao
superior do ovario torna-se visivel (Figura 8). A fase pistilada durou de dois a seis dias.
Quando a duracgdo dessa fase foi superior a dois dias, a flor permaneceu como mostrada
na figura 8.

A antera do estame 4 torna-se mais visivel apds maior afastamento entre os
estames 1 e 2 (Figura 12). As papilas estigmaticas estdo quase totalmente expostas e
continuam receptivas; entretanto, as papilas da porcao distal dos estigmas comecam o
processo de senescéncia celular, tornando-se plasmolisadas (Figura 13). Nessa ocasido,
inicia-se a atividade do androceu, caracterizando a protoginia incompleta e uma fase
bissexuada da flor. A liberagdo de polen ocorreu, em geral, durante as horas mais
quentes do dia, entre 10 e 13h. As anteras sdo esbranquicadas e tirgidas antes da
liberagdo do podlen e tornam-se amareladas e murchas apos a liberagdo. O pdlen
liberado, de coloracao branca, forma grumos que podem permanecer sobre a antera de
um dia para o outro.

Os estames 1 e 2 sdo os primeiros a liberar pdlen, porém ndo simultaneamente:
apesar de apresentarem polens em fase semelhante de desenvolvimento, apenas uma das
anteras apresentou os estdmios rompidos (Figura 14). Em geral, um desses estames
torna-se mais alto que o outro, devido a sua total exposicao (filete e antera); o que
estiver mais alto ¢ o primeiro a liberar pélen (Figura 15). Foram observadas duas
possibilidades (Figura 23). Os estames liberam pélen no mesmo dia, porém em horarios
diferentes: o primeiro pela manha e o outro, no inicio da tarde, com diferenga de uma a
trés horas. A outra possibilidade ¢ a liberagao em dias subsequentes pela manha, com,
no minimo, 24 horas de diferenca (Figura 16; veja cicatriz do filete do estame que ja
liberou polen). Nessa fase, o estame 1 apresentou 92,3% de polens viaveis e o 2, 91,4%.

A antera deiscente dos estames 1 e 2 ¢ abortada um dia apos liberar poélen

Figura 17, veja o tecido de abscisdo na Figura 15). O estame 3, com 77,4% de polens
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viaveis, pode liberar pdlen no dia imediatamente apds a liberacdo pelos estames 1 e 2 ou
um dia depois (Figura 23). Nessa ocasido, as papilas estigmaticas estdo totalmente
expostas e ainda receptivas. As papilas das por¢des distal e mediana dos estigmas ja
estdo plasmolisadas (Figura 18). Também foi observado que as papilas plasmolisadas
comecgam a acumular compostos fendlicos nos vactiolos, inicialmente as localizadas na
porc¢ao distal dos estigmas (Figura 19).

No dia seguinte a deiscéncia da antera do estame 3, est4 presente na flor somente
o estame 4 (Figura 20). A varia¢do na liberacdo de polen do estame 4 ¢ semelhante a do
terceiro (Figura 23). O estame 4 apresentou 89,8% dos graos vidveis. Nessa fase, os
estigmas estdo afastados entre si desde a base (Figura 20) e as papilas podem estar
receptivas (algumas flores apresentam os estigmas ndo receptivos nessa fase); nos
estigmas receptivos, a maior parte da superficie estigmatica possui papilas com
compostos fendlicos nos vacuolos.

Devido a essa diferencga temporal na abertura das anteras, o periodo de liberagao
de pdlen pode variar de trés a seis dias (Figura 23). Apo6s o aborto da antera do estame
4, algumas flores podem apresentar parte da superficie estigmatica receptiva por até
dois dias. Nessa ocasido, muitas papilas estdo colapsadas e s3o as papilas localizadas no
tergo proximal dos estigmas que permanecem receptivas (células ainda turgidas; Figura
21). Em seguida, o ovario aumenta de tamanho por causa da formagdo do fruto e as
papilas estigmaticas estdo totalmente colapsadas (Figura 22).

Na espiga, a exposicao dos 6rgios reprodutivos comega pelas flores proximais,
mas em poucos dias as demais iniciam a retragdo da bractéola. Quando as flores
proximais estdo na fase pistilada, a maioria das flores na espiga também estd, com
poucas excegdes no apice que permanecem em pré-antese. Durante a liberagao de polen,
ndo ha uma sequéncia especifica de liberagdo entre as flores (p. ex., da base para o apice
da espiga), o que demonstra que ha pouca diferenga temporal na antese ao longo da
espiga.

Houve frutificagdo em todas as espigas, nos testes de polinizagdo realizados.

DISCUSSAO

A dicogamia protoginica, verificada em Piper vicosanum, também foi descrita
para outras espécies do género (Menon 1949, Martin & Gregory 1962, Figueiredo &
Sazima 2000) e ¢é caracteristica comum em representantes de angiospermas basais,

grupo de plantas que engloba Piperaceae (Endress 2010). E considerada um mecanismo
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reprodutivo que favorece a polinizagdo cruzada (Lloyd & Webb 1986, Bertin &
Newman 1993), embora a protoginia incompleta, como a de P. vicosanum, ndo impega
a autopolinizagdo devido a fase bissexuada da flor (Lloyd & Webb 1986), tal como
verificado aqui. Protoginia incompleta ¢ a dicogamia mais comumente observada em
espécies de Piper. Figueiredo & Sazima (2000) observaram essa caracteristica em oito
espécies do sudeste brasileiro.

Além da protoginia, a protandria incompleta e a adicogamia também foram
mencionadas para espécies de Piper por Figueiredo & Sazima (2000) e Kikuchi et al.
(2007). Entretanto, esses mecanismos, nessas plantas, precisam ser analisados com
cautela, pois para sua correta identificagdio ha necessidade de analises
micromorfoldgicas associadas com observacdes em campo e testes de receptividade, tal
como as do presente estudo, e que nao foram realizadas pelos autores citados.

A protoginia incompleta em flores de P. vicosanum parece ser consequéncia do
longo periodo de receptividade dos estigmas (por até 14 dias). Essa longevidade, por
sua vez, parece ser resultante da exposicdo escalonada das papilas estigmadticas
receptivas. Outros autores mencionaram estigmas receptivos longevos (até 10 dias) em
espécies de Piper (Menon 1949, Martin & Gregory 1962, Figueiredo & Sazima 2000),
sem detalhar sobre o modo de exposi¢do da area receptiva ou qualquer outra
caracteristica estigmatica.

Estigmas com superficie papilosa e papilas unicelulares, como os de P.
vicosanum, ja haviam sido descritos por Heslop-Harrinson & Shivanna (1977) para
espécies desse género. A apresentacdo escalonada das papilas estigmaticas, entretanto, €
aqui descrita pela primeira vez. Essa apresentagdo confere aos trés estigmas,
aparentemente com areas receptivas continuas, uma fragmentagdo. Cada fragmento ¢é
constituido por um conjunto de papilas receptivas apresentando-se em sentido basipeto.

A mudanga das células de turgidas para plasmolisadas e o posterior acimulo de
compostos fendlicos reforcam a exposi¢ao gradual das papilas estigmaticas. Segundo
Beckman (2000), h4d uma correlacdo entre as células que sofrem morte celular
programada, processo que inclui a senescéncia, e as que acumulam fenolicos. Além
disso, uma das fungdes desses compostos ¢ a resisténcia a patégenos (Beckman 2000).
E possivel que o acumulo de fendlicos nas papilas plasmolisadas impeca a
contaminac¢do dessas células por patdgenos, protegendo indiretamente as papilas ainda
funcionais. Logo, tanto a exposicdo dos estigmas quanto a senescéncia celular das

papilas estigmaticas ocorrem de forma escalonada em P. vicosanum.
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A assincronia de abertura das anteras em P. vicosanum foi descrita pela primeira
vez no género e diferiu da sequéncia de desenvolvimento dos estames proposta por
Tucker (1982); os estames 1 e 2 ndo liberaram podlen simultaneamente. Essa autora
mencionou que a deiscéncia das anteras em Piper ocorre em diferentes momentos, mas
ndo apresentou uma sequéncia de liberagdo de polen, tal como no presente estudo. Outra
sequéncia de liberacao de polen em representante de Piperaceae com quatro estames por
flor foi observada por Arias & Williams (2008) em Manekia naranjoana (C. DC.)
Callejas ex N. Zamora, Hammel & Grayum. Nesse caso, os estames 1 e 2 liberaram
poélen em sincronia, mas o estame 4 liberou pdlen antes do 3. Entretanto, esses autores
nao fizeram acompanhamento da antese em flores de individuos na populagao natural, o
que pode levar a falsa impressao da deiscéncia simultanea dos estames 1 e 2.

Em P. vicosanum, assim como em muitas outras espécies de distintas familias de
angiospermas basais, o pdlen é o recurso oferecido aos polinizadores (Endress 2010).
Nessa espécie, a polinizagdo bidtica foi aqui inferida baseando-se na permanéncia dos
graos de polen sobre as anteras de um dia para outro, também observada por Semple
(1974) em espécies de Piper, além da posicdo dos verticilos reprodutivos na flor,
estigmas proximamente circundados pelos estames, que desfavorece a polinizagdo
anemofila. De fato, a entomofilia foi o sistema de polinizagdo mais observado em Piper
(Martin & Gregory 1962, Semple 1974, Fleming 1985, Figueiredo & Sazima 2000,
Thomazini & Thomazini 2002, Kikuchi et al. 2007). O vento tem sido citado como
vetor de polen para algumas espécies, assim como a ambifilia (Martin & Gregory 1962,
Figueiredo & Sazima 2000), mas inexistem estudos que confirmem a polinizagdo
abiotica em Piper.

Na espécie estudada, excetuando-se alguns curculionideos que acasalavam sobre
as flores, ndo foram observados outros insetos em 46 horas de trabalho no campo (obs.
pess.). A auséncia de visitantes florais e 100% de frutificagdo obtida nas espigas de P.
vicosanum mostram a independéncia de polinizadores e a importancia da assincronia de
liberacdo de polen pelas anteras. A assincronia favorece a autopolinizag¢do, durante a
fase bissexuada da flor, e, consequentemente, a autogamia garante 0 Ssucesso
reprodutivo. A autogamia como uma estratégia reprodutiva substituta da alogamia,
devido a auséncia de polinizadores, foi observada em outras plantas (Herlihy & Eckert
2002, Kalisz et al. 2004). Pelo exposto, P. vicosanum parece possuir sistema misto de
reproducdo, a alogamia e a autogamia. Entretanto, na area de estudo, a autogamia

parece prevalecer. Estudos posteriores, em outras populagdes naturais onde os
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polinizadores sejam atuantes, poderiam testar essas hipoteses e esclarecer ainda mais
essas questoes.

Protoginia incompleta, longos periodos de receptividade estigmdtica e de
liberagdo de polen e um provavel sistema misto de reproducdo sdo estratégias de P.

Vicosanum que parecem garantir o seu sucesso reprodutivo, na area de estudo.
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Figuras 1-11: Flores de Piper vicosanum em pré-antese e na fase pistilada. (1) botdo
floral em corte longitudinal; (2) inicio da exposi¢ao dos estames; (3) botao floral com
estigma entre as anteras (seta); (4) estigmas eretos e justapostos (estame 3 foi retirado);
(5) flor com trés estames e um dos estigmas com papilas na face ventral (estame 1 e
dois estigmas foram retirados); (6) flor com trés anteras expostas; (7) exposi¢cao de
papilas na por¢ao distal dos estigmas (estame 3 foi retirado); (8) exposicao parcial do
estame 4; (9) flor com quatro anteras expostas em corte transversal; (10) diferenca de
altura entre os estames, em corte longitudinal; (11) papilas estigmaticas quase
totalmente expostas (estame 3 foi retirado). O apice da bractéola esta direcionado para a
regido distal da espiga. br = bractéola, es = estigma, ov = ovdario, pe = papilas
estigmaticas, s1 = estame 1, s2 = estame 2, s3 = estame 3, s4 = estame 4. Escalas: 150

um (2,4, 7, 10, 11), 200 um (1, 3, 5, 6, 8), 250 pm (9).
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Figuras 12-22: Flores de Piper vicosanum na fase bissexuada e¢ apos a liberagdo de
polen. (12) flor com quatro estames; (13) estigma com papilas plasmolisadas na porg¢ao
distal (seta), em corte longitudinal; (14) assincronia na abertura das anteras dos estames
1 e 2, em corte transversal; (15) diferenca de altura entre os estames 1 e 2 durante a
liberagdo de polen e tecido de abscisdo no filete (setas), em corte longitudinal; (16) flor
ap6s o primeiro estame liberar pdlen; (17) flor com os estames 3 e 4; (18) detalhe dos
estigmas, mostrando que a maioria das papilas esta plasmolisada (*); (19) acimulo de
compostos fendlicos (coloracdo esverdeada), principalmente na porcao distal dos
estigmas, em corte longitudinal; (20) flor com estame 4; (21) papilas receptivas no ter¢o
proximal dos estigmas (* = papilas plasmolisadas); (22) inicio da formag¢ao do fruto. O
apice da bractéola estd direcionado para a regido distal da espiga. br = bractéola, ¢ =
cicatriz do filete, es = estigma, ov = ovario, s1 = estame 1, s2 = estame 2, s3 = estame 3,
s4 = estame 4. Escalas: 100 um (13, 19, 21), 150 pm (15, 18), 250 um (12, 14, 16, 17,
20, 22).
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Figura 23: Esquemas de flores de Piper vicosanum com as possiveis sequéncias de

liberacdo de polen pelos quatro estames. O= antera indeiscente, ® = antera liberando

poélen, = cicatriz do filete, A= gineceu e N\’ = bractéola.
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CONCLUSOES GERAIS

Em P. vicosanum, os rebentos produziram espigas que floresceram, aumentando
o numero total de espigas; os de P. gaudichaudianum permaneceram latentes.

A brotacdo, nas espécies, ocorre durante todo ou quase todo o ano, com picos
sincronos na estacao chuvosa (outubro e novembro).

Piper vicosanum apresenta espigas com flores em botdo floral durante todo o
ano, que permanecem latentes por 12 meses.

Piper vicosanum e P. gaudichaudianum apresentam florag¢ao (flores em antese)
anual, na estagdo chuvosa, respectivamente, em outubro e de novembro a margo.
Ha isolamento reprodutivo sazonal das espécies, que sdo coocorrentes ¢
florescem sequencialmente.

A frutificacdo de ambas também ¢ anual e nao houve sobreposi¢cdo; a de P.
vicosanum ocorre na esta¢ao chuvosa e a de P. gaudichaudianum entre a estagdo
chuvosa e a seca.

Em P. gaudichaudianum, o menor ntimero de espigas com frutos dispersadas e
maior nimero de espigas abortadas parecem ser fatores compensados pela maior
quantidade de sementes produzidas por espiga.

As fenofases, com poucas excecdes, foram sazonais e correlacionaram-se
positivamente com as varidveis ambientais temperatura média, precipitagdo e,
principalmente, comprimento do dia.

Piper vicosanum apresenta protoginia incompleta.

A exposicdo e senescéncia das suas papilas estigmaticas ocorrem de forma
escalonada.

A liberagdo de podlen pelos quatro estames € assincrona (1, 1, 1, 1) e difere do

desenvolvimento dos estames (2, 1, 1).
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