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Resumo

CAVALHEIRO, Lis, 2017. Selecéo fenotipica mediada por esfingideos
(Lepidoptera) em atributos florais de Oenothera ravenii W. Dietr. (Oenothera)
Trabalho de Conclusao de Curso, Instituto de Biologia - Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas — Licenciatura, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Polinizadores podem selecionar diferentemente fenotipos florais especificos em
espécies vegetais, gerando mudancas evolutivas. Oenothera ravenii € uma planta
anual com atributos florais adaptados a polinizacdo por esfingideos — mariposas de
proboscide longa. O impacto dos polinizadores na evolu¢éo da morfologia floral pode
ser estimado a partir da correlacédo entre os atributos florais e o sucesso reprodutivo
do fruto correspondente. O presente trabalho investigou a existéncia, forca e
direcdo da selecao fenotipica em uma populacdo de Oenothera ravenii, relacionando
seus atributos florais com a producdo e o vigor das sementes. A amostragem
compreendeu dois eventos de floracdo da espécie. Medidas de area da corola e de
profundidade do tubo floral de 137 flores foram obtidas durante as floracdes, além do
comprimento da probdscide dos esfingideos visitantes. O nimero de sementes, a
porcentagem e a velocidade de germinagao relativos as flores foram medidos e cada
uma dessas variaveis foi correlacionada aos atributos florais através de regressoes
multiplas. Flores com é&reas da corola maiores apresentaram maior sucesso
reprodutivo quanto ao numero de sementes, indicando que a selecdo fenotipica
favorece flores cada vez mais vistosas. Foi encontrada selecdo estabilizadora do
tubo floral para a primeira floracdo, porém, ao observar-se isoladamente cada
variavel, a area da corola apresentou efeito sobre o comprimento do tubo floral.
Assim, a atratividade visual foi de grande importancia no processo seletivo, e nédo
apenas a profundidade do tubo floral, como se tem predominantemente enfocado
até o momento. Além disso, houve grande variacdo interanual da abundancia de
esfingideos polinizadores, tendo sido documentado aumento da competicdo entre as
mariposas, possivelmente com efeito no processo seletivo. O estudo sugere que
somente o tamanho da prole seja dependente do fendtipo floral, ndo havendo
relacdo dos atributos florais com as medidas de vigor da planta.

Palavras-chave: coevolucgéo; display floral; polinizacdo; selecédo natural;
Sphingidae.



Abstract

CAVALHEIRO, Lis, 2017. Phenotypic selection on floral traits of the hawkmoth-
pollinated Oenothera ravenii W. Dietr. ((Onagraceae) Trabalho de Concluséo de
Curso, Instituto de Biologia — Graduacédo em Ciéncias Biologicas — Licenciatura,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Pollinators can select specific floral phenotypes in plant species by different ways
generating evolutionary changes. Oenothera ravenii is an annual plant with
adaptations on floral traits allowing pollination by Sphingidae — hawkmoths.
Pollinators’s impact on evolution of floral morphology is estimated from the
correlation between the floral attributes and the reproductive success of the
corresponding fruit. This study aims to investigate the existence, strength and
direction of phenotypic selection in an Oenothera ravenii population, relating their
floral traits to the seeds production and vigor. Sampling was carried out throughout
two flowering periods. During these periods, 137 flowers were measured concerning
the floral display and the flower-tubes depth, as well as the hawkmoths proboscis.
The number of seeds, percentage and germination speed related to the flowers were
assessed. These variables were correlated to the floral traits by multiple regressions.
Flowers with bigger floral display had a higher number of seeds, indicating that the
phenotypic selection favors more showy flowers. Stabilizer selection of the floral tube
for the first flowering period was also found, but, when each variable was evaluated
alone, the floral display presented influence over the floral tube. Therefore, the visual
attractiveness was outstanding in the process of selection, not only the depth of the
floral tube, as it shown until now. There was a great variation in the abundance of
hawkmoths between the two flowering periods, suggesting an increasing in the
competition among these moths, possibly affecting the selective process. The study
suggests that only the offspring size is dependent on the floral phenotype, since
there was no relationship of floral traits and plant vigor measurements.

Key-words: coevolution; floral display; natural selection; pollination; Sphingidae.
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1 Introducéo

A maior parte das angiospermas tém adquirido ao longo do tempo evolutivo
adaptacdes fenotipicas que permitem a maximizacdo da aptiddo (FAEGRI & VAN
DER PIJL, 1971; JOHNSON & STEINER, 2000; FENSTER et al., 2004; LAMIM-
GUEDES, 2011), com pelo menos 300.000 espécies de plantas dependendo de
animais para sua reproducdo (OLLERTON et al., 2011). Ao servirem como vetores
de transporte de podlen, os polinizadores podem promover a selecdo de fendtipos
florais especificos em espécies vegetais (BENITEZ-VIEYRA et al., 2014),
influenciando dessa forma a variedade de cores e formas das flores na natureza e
aumentando a diversidade biologica via especiacdo (OLLERTON et al.,, 2011;
ASHMAN & MORGAN, 2004). Isso ocorre quando alguns individuos de certa
populacao de planta sdo selecionados diferencialmente a partir de um caractere ou
conjunto deles, implicando em alteracdo na frequéncia de determinado fenétipo
entre geragdes e gerando potencialmente mudancas evolutivas na espécie
(BENITEZ-VIEYRA et al., 2014).

Através da medida da correlacdo entre os valores de um ou mais atributos
florais e 0 sucesso reprodutivo correspondente, é possivel estimar a forca, a direcédo
e a forma da selecdo natural em uma populacdo, revelando o impacto dos
polinizadores na evolugdo da morfologia floral (LANDE & ARNOLD, 1983; BRODIE
et al., 1995). Abordagens neste sentido tém recebido crescente atencdo (e.g.
GOMEZ, 2000; BENITEZ-VIEYRA et al., 2006; 2009; SLETVOLD & AGREN, 2016) e
incluem a estimativa de coeficientes de selecao direcional e estabilizadora como
parametros para descrever a direcao linear ou quadratica, respectivamente (LANDE
& ARNOLD, 1983) e forca da sele¢do. Além disso, é necessario considerar a
natureza intrinsecamente variavel da coevolucdo no tempo e no espago

(THOMPSON, 2005), de forma que estudos em diferentes populacdes e periodos de



floracdo provém uma melhor compreensdo de como a selecdo fenotipica e o
processo coevolutivo ocorrem (OLLERTON & DIAZ, 1999).

Espera-se que em sistemas na qual a sindrome de polinizacdo seja bastante
especializada, a selecdo mediada por polinizadores influencie diretamente no
sucesso reprodutivo das variantes fenotipicas de uma espécie (OLIVEIRA et al.,
2014). As interagbes entre as mariposas de probdscides longas da familia
Sphingidae e espécies de plantas com flores tubulares longas, estritamente
associadas a estes insetos, constituem uma sindrome de polinizacdo conhecida
como esfingofilia (FENSTER et. al.,, 2004). Devido a sua especificidade, essas
interagbes tém sido modelo de estudos visando compreender como O processo
coevolutivo ocorre (DARWIN, 1862; WASSERTHAL, 1997; SAZATORNIL et al.,
2016).

Enquanto as flores com tubos mais curtos podem ser acessadas por diversas
espécies de polinizadores (BENITEZ-VIEIRA et al., 2014), as flores com tubos
longos tendem a se tornar ecologicamente especializadas (JOHNSON et al., 2017).
Isso pode restringir as interacdes aos visitantes com aparelhos bucais longos, os
quais se beneficiam da menor competicdo pelo néctar (JOHNSON et al., 2017,
SAZATORNIL et al.,, 2016) e garantem, com maior efetividade, a reproducdo da
planta em questdo, devido a sua fidelidade enquanto polinizadores. Portanto, a
selecdo mediada por polinizadores pode direcionar ao aumento do comprimento do
tubo floral (OLIVEIRA et al., 2014). Este processo da suporte para a “hipétese da
correspondéncia morfolégica” na qual esfingideos de probdscides longas estariam
associados as flores mais restritivas (i.e. corolas tubulares longas), como
demonstrado para comunidades de plantas e polinizadores nas Américas (e.g.
SAZATORNIL et al., 2016).

Dentre as familias botanicas associadas aos esfingideos, as mais estudadas
na Ameérica do sul sdo Fabaceae, Rubiaceae, Apocynaceae e Solanaceae
(SAZATORNIL et al., 2016). A familia Onagraceae possui 657 espécies distribuidas
em 22 géneros, tendo como um das caracteristicas a presenca de tubo floral na
maior parte das espécies (WAGNER et al., 2007). E dividida nas subfamilias
Ludwigioideae, representada pelo Unico género Ludwigia L., e Onagroideae, na qual
esta iserido o género Oenothera L (WAGNER et al., 2007). Na regido austral da
Ameérica do Sul, as interacdes entre Sphingidae e espécies do género Oenothera

constituem um sistema de estudo ideal para investigacdo da existéncia, forca e



direcdo da selecéo fenotipica mediada por polinizadores (e.g. RHODES et al., 2017).
O género Oentohera inclui cerca de 130 espécies (GRIGOLETTO et al., 2010) e no
Brasil estd associado a regido litoranea (SOUZA & LORENZI, 2008). Ainda assim,
ha caréncia de estudos da pressédo exercida pelos polinizadores na evolucdo do
género.

Oenothera ravenii W. Dietr. possui um conjunto de atributos florais
notavelmente adaptados a esfingofilia, como corola tubular longa de cores claras,
antese noturna, odor forte liberado no crepusculo e néctar abundante produzido na
base dos tubos florais (FAEGRI & VAN DER PIJL, 1971). E visitada por diversas
espécies de esfingideos, existindo ampla variacao tanto na profundidade dos tubos e
area da corola entre individuos de uma mesma populacdo, quanto no comprimento
das probdscides dos visitantes (CAVALHEIRO et al., 2016). Além disso, € uma
planta anual, cujo ciclo desde a germinacdo até a morte ocorre no periodo de um
ano, possibilitando portanto o estudo do processo seletivo em anos consecutivos.

Este estudo tem como obijetivo investigar de que modo a area da corola e a
profundidade do tubo floral estdo associados a producdo de sementes, taxa de
germinacao e velocidade de germinacdo de Oenothera ravenii, de forma a verificar a
existéncia e direcdo da selecdo fenotipica mediada por polinizadores sobre os
atributos florais da espécie. Especificamente, testou-se a hipotese de que uma maior
area da corola e uma maior profundidade do tubo estdo associadas ao maior
sucesso reprodutivo, indicando a existéncia de selecdo mediada por polinizadores

progressiva em direcdo a corolas tubulares longas e flores mais vistosas.



2 Revisao bibliografica

Dos principais estudos que estimaram a forca de selecdo linear e quadratica
em termos de gradientes ou diferenciais de selecdo padronizados na variacao
natural em atributos quantitativos para populacées de campo, cerca de 80% usou
como estimativa atributos morfolégicos (KINGSOLVER et al., 2001). Destes, parte
avaliou atributos de ajuste planta-polinizador, parte avaliou atributos de atratividade,
e uma minoria avaliou ambos (BENITEZ-VIEYRA et al., 2014).

A maioria dos estudos de selecdo publicados entre 1984 e 1997 nao foram
replicados e tiveram tamanhos de amostra abaixo de 135 individuos (KINGSOLVER
et al., 2001). A selecéo direcional forte era incomum (média global de gradiente de
selecdo de 0,16), e a sele¢do quadratica também era tipicamente bastante fraca
(média global de gradiente de sele¢édo de 0,10) (KINGSOLVER et al., 2000). Além
disso, a maior parte dos estudos foi realizada em espécies polinizadas por
himenopteros ou beija-flores, com poucos estudos avaliando plantas tipicamente
esfingofilas (BENITEZ-VIEYRA et al., 2014), aqui abordada.

Ha questionamento na literatura quanto a selecdo dos atributos florais ser
mediada por polinizadores ou por outros fatores. Um estudo questionou se a selecao
dos atributos florais era mediada por nutrientes ou por polinizadores, aumentando a
disponibilidade de nutrientes e pdélen da orquidea Dactylorhiza lapponica (Laest. ex
Hartm.) So6 (SLETVOLD & AGREN, 2017). Os resultados sugerem que a variagao
dos recursos naturais ndo influencia na seleg¢éo fenotipica desta espécie, uma vez
gue houve selecao para mais flores e esporas mais longas, semelhante em todos os
tratamentos de nutrientes. Assim, a sele¢do foi fortemente mediada pelos
polinizadores.

De forma controversa, ha situacdes em que foi demonstrado que o polinizador

ndo € o mediador da selecdo. No caso de Cistus ladanifer L. (Cistaceae), a selecao
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fenotipica mediada pelo polinizador nem sempre modula o tamanho e o nimero da
flor no arbusto mediterraneo, e que ambientes quentes e secos também podem
modular a exibicao floral (TEIXIDO E VALLADARES, 2014). Pode haver, portanto,
selecdo estabilizadora ou negativa no tamanho da flor, devido as condi¢cdes de
estresse.

Partindo do principio de que os polinizadores podem exercer pressdo seletiva
sobre atributos florais, estudos sobre diferentes fatores que podem levar a uma
selecéo fenotipica foram realizados. Sletvold et al. (2016) analisaram de que forma
os padrbes de cores contrastantes atraem ou dirigem polinizadores, e encontraram
uma forte selecdo destes para aumentar o brilho e o contraste da pétala na orquidea
Anacamptis morio L. Outro fator investigado foi de que forma a intensidade de
polinizadores pode atuar como forca de selecdo (SLETVOLD et al., 2016). Para isso,
foram excluidos polinizadores para intervalos de comprimentos diferentes para
induzir cinco niveis de intensidade de polinizacdo dentro de uma Unica populagéo de
plantas. Foi demonstrado que a diminuicdo da intensidade da polinizacdo aumenta
fortemente a selecdo em atributos envolvidos na interacao.

Em uma outra abordagem, Sletvold et al. (2012) compararam a selecéao
mediada por polinizadores diurnos e noturnos sobre a exibicdo floral e o
comprimento do espordo nha orquidea Gymnadenia conopsea (L.) R. Br. Foi
constatado que os polinizadores diurnos sao mais importantes que 0s noturnos, pois
houve reducdo da producdo de sementes em consequéncia da exclusdo dos
polinizadores diurnos, enquanto a retirada dos noturnos ndo afetou o
desenvolvimento.

Os polinizadores diurnos e noturnos também foram comparados quanto a
pressdo seletiva sobre a fenologia e a morfologia de duas populacdes de orquidea
(CHAPURLAT et al.,, 2015). Nesse caso, somente 0s polinizadores noturnos
selecionaram as esporas mais longas, tendo uma maior forca de selecdo. Dessa
forma fica explicito que as diferengas na importancia relativa dos polinizadores
diurnos e noturnos podem causar variagdo em selecéo.

Uma das caracteristicas florais mais estudadas até entdo € o comprimento do
tubo floral, em busca de compreensao dos mecanismos de ajuste morfologico entre
planta e animal. Anderson et. al. (2017) exploraram a evolugédo do comprimento do
tubo floral de Tritoniopsis revoluta (Burm. f.) Goldblatt (Iridaceae), buscando

compreender de que forma o tubo esta associado aos comprimentos de probdscide
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dos esfingideos polinizadores. Encontraram uma forte relagdo linear positiva entre o
comprimento do tubo floral e o comprimento da probdscide do polinizador, mesmo
em diferentes populacdes intimamente relacionadas, sugerindo que as plantas e
polinizadores estdo finamente ajustados morfologicamente. O fendtipo floral étimo
esteve mais uma vez associado a morfologia dos polinizadores em Platanthera
bifolia L., uma espécie de orquidea, com variacbes entre regides e habitats
(BOBERG et al., 2013).

Partindo do mesmo principio, porém analisando em escalas geogréficas muito
mais amplas, Johnson et al. (2017) investigaram associacdes entre comprimento da
proboscide do polinizador e do tubo floral, com base de dados para regifes diversas
do mundo. Constataram a existéncia de combinacdes de comprimento de forma a
manter o ajuste morfolégico entre animal e planta, apresentando medidas similares

de estruturas para cada nicho.



3 Metodologia

3.1 Area de estudo e coleta de dados

O estudo foi desenvolvido em areas adjacentes ao Horto Botanico Irméo
Teodoro Luis (HBITL) (31°46'3"S, 52°26'55"W), uma Area Federal de Preservagao
Permanente de aproximadamente 25 ha, localizado na Planicie Costeira sul do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil, a 15m acima do nivel do mar. A regido esta
situada na fisionomia das FormacGes Pioneiras com influéncia da Floresta
Estacional Semi-Decidual (VELOSO et al.,, 1991), com presenca de capdes de
matas de restinga esparsos em um mosaico com banhados e campos, dentro do
dominio do Bioma Pampa. O clima local é subtropical umido (Cfa pela classificacédo
de Kdppen-Geiger), com temperatura média anual de 18°C e pluviosidade média de
1378 mm, distribuida regularmente ao longo do ano (CLIMATE-DA.ORG, 2016).

As coletas de dados ocorreram entre julho de 2015 e janeiro de 2017,
contemplando dois picos de floracdo de Oenothera ravenii (Figura 1A), em ecotono
entre mata nativa e campo nativo. Teve como unidade amostral o individuo da

planta, e cada pico de floracao foi uma amostra.

3.2 Distribuicéo temporal da floracéo

No intuito de verificar o padrdo de floracdo da populacdo, 21 individuos de
Oenothera ravenii tiveram o namero de flores quantificado quinzenalmente durante
um ano, entre julho de 2015 e junho de 2016. A escolha dos individuos e 0 numero
amostral foi escolhido de forma a compreender toda a area de estudo de forma bem
distribuida. Exsicatas de espécimes em floracdo foram coletadas e depositadas no

Herbario PEL do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pelotas.
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3.3 Amostragem, identificacdo e medi¢cdo de Sphingidae

Foram realizadas 62 horas de observacdes focais para a coleta dos
esfingideos visitantes, distribuidas de forma a compreender todo o periodo de dois
eventos de floracdo da planta em anos distintos, e contemplar horarios desde o
crepusculo até o amanhecer. Foram observadas 25:30 horas na primeira floracao e
36:30 horas na segunda. Ao registro de cada visita legitima (i.e. com insercédo da
probéscide no tubo floral) o animal foi coletado com auxilio de rede entomoldgica.

Para medicdo das probdscides, os animais coletados foram posicionados
sobre uma régua milimétrica e tiveram a probdscide esticada com uma agulha e
entdo mensurada. Os individuos foram montados, identificados e depositados na
colecdo de referéncia do Laboratorio de Ecologia de Lepidoptera, no Instituto de

Biologia da Universidade Federal de Pelotas.

3.4 Medicbes da area da corola, profundidade do tubo floral e niumero de flores

circundantes

Foram medidas 137 flores de Oenothera ravenii de individuos distintos, sendo
57 representantes da primeira floracdo e 80 da segunda, numero suficiente para
representar a populacdo estudada. As flores foram escolhidas de forma a
contemplar toda a area de estudo. Antes da senescéncia, no inicio da manha, cada
flor foi fotografada sobre papel milimetrado (Figura 1B, C), e teve a area da corola
quantificada em mmz2, a partir da contagem visual da area da flor sobreposta no
papel. A profundidade do tubo floral foi medida com paquimetro, considerando-se
desde a abertura até a base da corola (Figura 1D). O numero de flores abertas em
um raio de 2,5 m ao redor da flor focal’ foi quantificado para consideracdo nas
analises, uma vez que a abundancia de flores poderia influenciar na atracdo dos
polinizadores (OHASHI & YAHARA, 2001).

3.5 Medi¢cbes do numero de sementes, porcentagem de germinacgéo e indice de
velocidade de germinacao

Cada flor medida anteriormente foi marcada e isolada em campo com saco de

voil (Figura 1E) para evitar a predacéo/destruicao do fruto e a perda de sementes,
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uma vez que os frutos sdo autocoricos. Apds o amadurecimento do fruto, as
sementes foram coletadas e contadas manualmente em laboratorio. Frutos
abortados ou sem sementes foram desconsiderados (n=20/137), visto que podem
resultar de fatores externos a interacdo planta-polinizador, como a predacédo por
lagartas ou, em dois casos, dano ao fruto durante a manipulagéo em campo.

Para os frutos da primeira floragdo, mediu-se em laboratorio a porcentagem
de germinacdo e o indice de velocidade de germinacdo das sementes, a partir do
somatorio da quantidade de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo nimero
de dias decorridos entre a semeadura e a germinagéo (O’'SHEA & MAGUIRE, 1962).
Cada fruto teve trés repeticoes de 25 sementes depositadas sobre papel de
germinacao em placas de petri com diametro de 90 mm (Figura 1F), acondicionadas
em camara de germinacéao por 21 dias sob temperatura de 20°C (MAPA, 2009). Nos
casos em que o numero de sementes disponiveis para o teste de germinacao foi

menor do que o necessario (n = 75), usou-se a quantidade existente.

3.6 Relacgéo entre os atributos florais e o sucesso reprodutivo

Para investigar a relacdo da profundidade do tubo floral e a area da corola
com a producdo de sementes e as medidas de vigor, utilizou-se regressadosimples
para cada variavel resposta (i.e. nimero de sementes, porcentagem de germinagao
e indice de velocidade de germinacao), com os termos simples e quadraticos das
variaveis preditoras (i.e. area e profundidade) e a interacdo area*profundidade, de
forma a obter os valores de gradientes de selecdo direcionais,
disruptivos/estabilizadores e correlacionais dos atributos. Para rodar as analises,
foram utilizados os pacotes Rcmdr, MCMCglmm, Ime4, car, MASS e nime, no
programa R. Apds andlise exploratoria dos dados, realizamos stepwise simplification
dos modelos excluindo os termos néo significativos com base nos valores de AIC.
Modelos lineares generalizados, considerando a nhatureza dos dados com
distribuicdo de Poisson com log link function, foram utilizados para estimar a
significancia dos gradientes de selecdo. Também realizamos uma regressao parcial
para verificar o efeito de cada variavel preditora sobre as variaveis-resposta tendo
descontado o efeito da interagdo entre elas.

Os valores de area da corola foram previamente transformados através de

raiz quadrada, devido a diferenca dimensional entre area e profundidade. Ambas as
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medidas foram padronizadas (i.e. subtraidos os valores de sua média e divididos
pelo desvio padréo, através da funcdo scale no R). Testes de multicolinearidade das
variaveis e de normalidade dos residuos foram realizados a priori para garantir o
atendimento as premissas da regressao multipla. Para avaliar o efeito do numero de
flores circundantes sobre o sucesso reprodutivo, utilizamos uma Analise de
Variancia (ANOVA) para comparar modelos com e sem os efeitos randémicos desta
variavel. O mesmo foi utilizado para identificar variagbes temporais, utilizando
modelos com e sem o efeito randémico do ano da floracdo. Como ndo houve
diferenca significativa entre os modelos (p= 0,99 para abundéancia de flores; p= 0,45

para ano), ambas variaveis do modelo final foram removidas.

Figura 1 — llustracdo das diferentes etapas do estudo de uma populacdo de Oenothera ravenii do
municipio do Capéao do Ledo, Rio Grande do Sul. A: Oenothera ravenii; B e C: Medigdo da area da
corola sobre papel milimetrado; D: Medicdo do comprimento do tubo floral com paquimetro; E:

Isolamento da flor com voil e F: Teste de germinagédo em laboratério.



3 Resultados

A floracdo de Oenothera ravenii ocorreu do inicio de novembro até o fim de
fevereiro, com pico no final de novembro, apresentando um nimero maximo de
cinco flores por individuo (Figura 2). Na primeira floragcéo, registraram-se nove visitas
por cinco espécies de esfingideos, com probdscides medindo entre 3,5 e 7 cm
(4,84+1,40 cm), enquanto na segunda floracdo foram registradas 60 visitas por seis
espécies de esfingideos, com proboscides medindo de 3,4 a 9 cm (4,95+1,12 cm)

(Tabela 1, Figura 3 e 4).

Ne de flores/individuo
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Figura 2 — Distribuicdo do nimero de flores por individuo de uma populagcao de Oenothera ravenii do
municipio do Capéo do Le&o, Rio Grande do Sul durante o periodo de Outubro de 2015 até Setembro

de 2016, medido em quinzenas.
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Tabela 1 — Espécies de esfingideos registradas como visitantes de uma populacdo de Oenothera
ravenii do municipio do Capéo do Le&o, Rio Grande do Sul coletados entre os anos de 2015 e

2017.com respectivos nimeros de visitas e comprimento de probéscide (média + desvio padrao).

N° de Compr. da
Visitante floral visitas probdscide (cm)

Agrius cingulata (Fabricius, 1775) 1 10,6
Eumorpha fasciatus (Sulzer, 1776) 7 4,6 + 0,64
Eumorpha labruscae (Linnaeus, 1758) 1 5,7
Eumorpha triangulum (Rothschild & Jordan, 1903) 1 5,7
Eumorpha vitis (Linnaeus, 1758) 25 4,4 +0,39
Manduca contracta (Butler, 1875) 12 59+1,14
Manduca diffisa (Butler 1871) 2 7,0£0,50
Manduca florestan (Stoll 1782) 16 54+1,22
Xylophanes tersa (Linnaeus, 1771) 4 3,4+£1,39

A populacéo estudada caracterizou-se por uma ampla variacdo dos fenétipos
medidos. A area da corola foi de 15 a 88,2 cm? (56,8+14,5). A profundidade do tubo
floral foi de 3,1 a 6,2 cm (4,8+0,5) (Figura 4). As flores ‘focais’ tiveram entre zero e
33 flores circundantes.

Para as medidas de sucesso reprodutivo, o numero de sementes foi de 7 a
476 (273+123). A porcentagem de germinacdo foi de zero a 92% (51,5+26,1). O
indice de velocidade de germinacéo foi de zero a 2,9 (1,1+0,7).
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Figura 3 — Prancha dos esfingideos visitantes de uma populag¢édo de Oenothera ravenii do municipio

do Capdao do Ledo, Rio Grande do Sul, coletados entre os anos de 2015 e 2017. A= Agrius cingulata
(Fabricius, 1775); B= Eumorpha fasciatus (Sulzer, 1776); C= Eumorpha labruscae (Linnaeus, 1758);
D= Eumorpha triangulum (Rothschild & Jordan, 1903); E= Manduca diffisa (Butler 1871); F=

Xylophanes tersa (Linnaeus, 1771); linha=1cm.
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Figura 4 — Distribuicdo das frequéncias de profundidade de tubo floral de uma populacdo de
Oenothera ravenii do municipio do Capao do Ledo, Rio Grande do Sul e do comprimento de

proboéscides dos esfingideos visitantes coletados entre os anos de 2015 e 2017.

O modelo linear final explicou 18,3% da variagdo do numero de sementes
(R= 0,18) e incluiu os termos de profundidade, area e a interacédo
profundidade*area. Para a area da corola, encontramos um gradiente de selecéo
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direcional positivo de fi= 56,60 (p<0,001), indicando maior aptiddo para flores com

areas de corola maiores (Figura 5).
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Figura 5 — Regressfes do nuimero de sementes formadas em relacdo & area da corola e a
profundidade do tubo floral para uma populacdo de Oenothera ravenii do municipio do Capéo do

Le&o, Rio Grande do Sul, observada em duas floracdes nos anos de 2015 & 2017.

Quando o conjunto de dados foi analisado separadamente entre anos, a
primeira floracdo apresentou além do gradiente de selecéo direcional positivo sobre
a area (Bi=72,80, p<0,001), um gradiente de selecdo estabilizadora sobre a
profundidade do tubo floral (yii=-45,37, p<0,001) (Figura 6) e gradiente de selecao
correlacional entre area a profundidade (yij= 47,66, p<0,001), explicando 61% da
variacdo do numero de sementes (R2=0,61) (Figura 7). Ja a segunda floracéo
apresentou um gradiente de selecao direcional postivo sobre a area (Bi= 11,6, p=
0,00779), explicando 19,7% da variacdo do numero de sementes (R2= 0,20) (Figura
8).
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Figura 6 — Regressdes do nimero de sementes formadas em relacdo a area da corola e a
profundidade do tubo floral para uma populacdo de Oenothera ravenii do municipio do Capao do

Le&o, Rio Grande do Sul, observada em uma floracdo em 2015-2016.
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Figura 7 — Regressao parcial do nimero de sementes formadas em relacdo a area da corola e a

profundidade do tubo floral para uma populacdo de Oenothera ravenii do municipio do Capéo do

Le&o, Rio Grande do Sul, observada em uma floragdo em 2015-2016.
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Figura 8 — Regressdes do nimero de sementes formadas em relacdo a area da corola e a

profundidade do tubo floral para uma populacdo de Oenothera ravenii do municipio do Capao do

Ledo, Rio Grande do Sul, observada em uma floragdo em 2016-2017.

As medidas de vigor, i.e. porcentagem de germinacédo e indice de velocidade

de germinacdo ndo apresentaram correlacdo significativa com a area da corola e a

profundidade do tubo floral (Tabela 2).
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Tabela 2 — Coeficientes de selegdo e valores de significancia obtidos através da regressao multipla
da porcentagem de germinacao e do indice de velocidade de germinacdo, com as medidas de area
da corola e comprimento do tudo floral para uma populacdo de Oenothera ravenii do municipio do
Capéo do Ledo, Rio Grande do Sul. Bi = gradientes de selec¢&o linear, Yii = gradientes de sele¢éo

quadratica, Yij = gradientes de selecao correlacional.

Porcentagem de germinacao

Atributos Bi p Yii p Yij p
Profundidade  0,07026 0,119 0,01896 0,634  -0,01795 0,737
Area -0,03142 0,483 0,03493 0,416 - -
indice de velocidade de germinacéo
Atributos Bi p Yii p Yij p

Profundidade  0,14085 0,239 0,03647 0,732 0,01074 0,940
Area -0,08337 0,487 0,00075 0,995 - -




4 Discussao

Conforme predito, flores de Oenothera ravenii com areas da corola maiores
apresentaram maior sucesso reprodutivo, indicando que a selecdo fenotipica
favorece flores cada vez mais vistosas. Constatamos principalmente que essa
caracteristica exerce forte influéncia para a selecdo mediada por esfingideos,
demonstrado a partir dos valores de gradiente de selecdo direcional positivo em
ambas as floragcdes amostradas, e ndo apenas a profundidade do tubo floral, como
se tem predominantemente enfocado até o momento (e.g. DARWIN, 1862;
WASSERTHAL, 1997; SAZATORNIL et al., 2016). Uma explicacéo para este padréo
pode ser que areas maiores de corola sdo mais facilmente localizadas pelo
polinizador sendo, portanto, mais visitadas e gerando a maior formagédo de
sementes. Assim, as flores grandes tém vantagens quanto a polinizacao,
possibilitando maior transferéncia de pélen. Porém, o gasto energético com area
floral limita a funcdo feminina, gerando um conflito entre os beneficios da funcao
masculina e os custos da feminina (TEIXIDO & VALLADARES, 2014). No caso da
Oenothera ravenii, este pode ser contornado pela curta durabilidade da flor, de
apenas uma noite.

Uma maior importancia da area no processo de selecao foi revelada durante a
primeira floragéo, quando detectamos influéncia da area da corola sobre a selegao
do comprimento do tubo floral. Interessantemente, nessa situacdo houve uma
selecdo estabilizadora fraca na profundidade do tubo floral e selecao direcional
positiva na area. Dessa forma, as flores maiores e com tubos florais de profundidade
intermediaria foram selecionadas, apresentando maior sucesso reprodutivo. Porém,
ao observar as variaveis separadamente, a profundidade da corola isolada se
comportou de forma diferente, apresentando relagéo linear negativa com o ndmero

de sementes (Figura 7). Isso indica que, no que se refere somente a profundidade,
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flores mais curtas sdo favorecidas. Ainda assim, flores com tubos longos e areas
amplas também tiveram alto sucesso reprodutivo, determinando que uma vez que a
flor € encontrada pelo polinizador, associado mais fortemente ao tamanho da area, o
comprimento do tubo floral pouco contribui para isto. Desta forma, este estudo € o
primeiro a apresentar maior importancia relativa para determinado atributo no
processo seletivo, exercendo efeito sobre a sele¢cdo de outro. Estes resultados
evidenciam a importancia da atratividade visual como suporte a ideia de que
esfingideos sdo primeiramente atraidos por corolas com areas maiores, seguidas
pelo odor do néctar disponivel na planta e do ajuste morfolégico da profundidade do
tubo floral a extensao da sua probéscide (RAGUSO & WILLIS, 2003).

A extensdo da probdscide dos polinizadores é um dos componentes
associados aos padrées de evolucdo em atributos como a profundidade do tubo
floral (JOHNSON et al., 2017) e frequentemente desempenha papel fundamental na
sindrome de esfingofilia (SAZATORNIL et al., 2016). Neste estudo, detectamos a
existéncia de ajuste entre a distribuicdo de frequéncias de profundidades de tubo
floral de Oenothera ravenii e os comprimentos de probéscide da fauna de
esfingideos na comunidade estudada (Figura 4). Ao observarmos a amplitude de
tamanhos de proboscides dos animais, os valores distribuem-se cobrindo desde as
flores mais curtas até as mais profundas. Ainda, o maior nimero de visitas foi dado
por esfingideos com corolas intermediérias, sendo Eumorpha vitis (4,4 cm) e
Manduca florestan (5,4 cm) responsaveis por 60% das frequéncias de visitacdo. E
possivel, portanto, que a baixa forca seletiva desse caractere seja resultado de
regimes de selecdo semelhantes em geracdes passadas, ocasionando 0 ajuste
morfolégico atual, uma vez que somente tubos desajustados ao comprimento de
probéscide deveriam ser desfavorecidos (SAZATORNIL et al., 2016).

A influéncia da intensidade de polinizacao é pouco explorada na literatura, e
0s poucos estudos existentes apontam que a diferenca de intensidade afeta a forca
de selecédo fenotipica (VANHOENACKER et al.,, 2012). Uma possivel explicacdo
para que a profundidade dos tubos florais ndo tenha demonstrado forte efeito na
populacdo estudada seria de que a variacdo interanual da abundancia de
esfingideos polinizadores pode ter influenciado o processo de selecdo fenotipica,
como ja demonstrado experimentalmente em outros estudos, a diminuicdo da
intensidade da polinizagdo aumenta fortemente a selecao em atributos envolvidos na
interacdo (e.g. SLETVOLD & AGREN, 2016). Devido a um cenario de mudanca de
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fraca para forte competicdo, os esfingideos enfrentaram maior concorréncia pelo
alimento na segunda floracdo de Oenothera. Com mais de um esfingideo visitante
por hora de observacdo na segunda floracdo, enquanto apenas uma captura a cada
trés horas na primeira, € possivel ter havido menor forca seletiva para a populacéo
da planta, visto que a abundancia das flores se manteve semelhante ao longo das
duas floracoes

Uma vez que somente a formacao de sementes foi associada com a area e
profundidade das flores, sugere-se que o tamanho da prole — mas néo o vigor dos
individuos — seja dependente do fendtipo floral. Isto se d& provavelmente porque a
quantidade de 6vulos produzidos pela espécie € elevada, de modo que a quantidade
— e ndo a qualidade — de pdlen é determinante para 0 numero de sementes
formadas. Quando associado ao resultado de maior sucesso de flores maiores,
sugere-se que a quantidade de pédlen recebida é provavelmente dependente do
tamanho das flores. Sustentamos dessa forma a hipétese de que em situacdes de
limitacdo de pdlen, a selecdo favorece as flores de maior atratividade visual
(ASHMAN & MORGAN, 2004).



5 Concluséao

Apresentou-se evidéncias de que existe selecado fenotipica mediada por
polinizadores favorecendo flores de Oenothera ravenii com area de corola cada vez
maior na populacdo estudada. Principalmente, constatou-se que o tamanho da
corola foi o fator estruturador dessa interacéo, sofrendo forte presséo seletiva pelas
mariposas, e sobrepondo-se a sele¢cdo do comprimento de tubo floral. Desta forma,
este trabalho teve o resultado inédito de um atributo exercer efeito no processo
seletivo de outro. Como a co-evolugdo € um processo dindmico no tempo e no
espaco (THOMPSON, 2005), outros fatores tal como a abundéancia de polinizadores
merece atencdo de futuros estudos, jA que pode influenciar a forca da selecéo
mediada por polinizadores e dirigir os regimes de sele¢do (SLETVOLD & AGREN,
2016).
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