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Anatomia floral comparada e fruit set da espécie ginodioica Ocotea minarum
(Lauraceae)

Lorena Sartori Mitidieri', Flavia Maria Leme' & Flavio Macedo Alves'?

Abstract

Ocotea minarum (Lauraceae) is a gynodioecius species. Gynodioecy is a dimorphic
reproductive system where plants with pistillate and perfect flowers coexist within the same
population. Comparative floral anatomy studies provide insights into the origin, identity and
homology of floral structures, playing a crucial role in systematics and the evolution of
reproductive systems in Lauraceae. To understand the evolution of gynodioecy in Ocotea, we
conducted a comparative floral anatomy study combined with morphological characters and
fruit set data from perfect and pistillate flowers of Ocotea minarum. The collected material
was stored in alcoholic fixative, selected and dehydrated in an alcohol series to be embebed
in historesin, sectioned and stained. For the fruit set data, flowering and fruiting periods were
monitored throughout the year, and branches from certain individuals were selected to count
flowers and fruits. Hermaphrodite flowers are larger, with five vascular bundles in the tepals,
one bundle in the stamens and three bundles in the pistil. Pistillate flowers are smaller, with
three to five vascular bundles in the tepals, one bundle in the stamens and three bundles in
the pistil. Histochemical tests for lipids, starch and polysaccharides were negative in the
epidermis and parenchyma of the glands in both floral morphotypes, indicating that these
structures do not produce nectar. Individuals with pistillate flowers produced up to thirty more
fruits than individuals with hermaphrodite flowers. This suggests a resource optimization
strategy, where pistillate flowers invest in ovule and ovary quality to produce many seeds and
fruits, while perfect flowers focus on pollen production. Our results suggest that gynodioecy
represents an intermediate evolutionary stage between cosexuality and dioecy.

Key words: floral evolution, floral vascularization, histochemistry, nectaries, perianth.



Resumo

Ocotea minarum (Lauraceae) € uma espécie ginodioica. A ginodioicia € um sistema
reprodutivo dimorfico onde plantas com flores pistiladas e perfeitas coexistem dentro da
mesma populagao. Estudos de anatomia floral comparada fornecem dados sobre a origem,
identidade e homologia das estruturas florais, desempenhando um papel fundamental na
sistematica e na evolugéo do sistema reprodutivo em Lauraceae. Para entender a evolugao
da ginodioicia em Ocotea, realizamos um estudo de anatomia floral comparada associado
aos caracteres da morfologia externa e dados de fruit set em flores perfeitas e pistiladas de
Ocotea minarum. O material coletado foi armazenado em fixador alcodlico, selecionado e
desidratado em série alcodlica para ser emblocado em historesina, cortado e corado. Para
os dados de fruit set, os periodos de floragéo e frutificacdo foram acompanhados ao longo
do ano e selecionados ramos de alguns individuos para a realizacdo da contagem de flores
e frutos. Os resultados mostraram que as flores perfeitas sdo maiores, apresentam cinco
feixes vasculares nas tépalas, um feixe nos estames e trés feixes no pistilo. As flores
pistiladas sdo menores, apresentam de trés a cinco feixes vasculares nas tépalas, um feixe
nos estames e trés feixes no pistilo. Os testes histoquimicos para lipidios, amido e
polissacarideos foram negativos na epiderme e no parénquima das glandulas dos dois
morfotipos florais, indicando que esta estrutura ndo atua na producao de néctar. No fruit set,
os individuos com flores pistiladas chegaram a produzir trinta vezes mais frutos do que
individuos com flores perfeitas. Isso indica que esta acontecendo uma potencializagao dos
recursos, em que as flores pistiladas investem na qualidade do évulo e do ovario para
gerarem muitas sementes e frutos e as flores perfeitas investem na producao de polen.
Nossos resultados sugerem que a ginodioicia pode ser um caminho intermediario entre a
cossexualidade e a dioicia.

Palavras-chave: evolucao floral, vascularizagao floral, histoquimica, nectarios, perianto.

1. Introducao

A ginodioicia € caracterizada como um sistema reprodutivo onde as populacdes séo
compostas pela presenca de individuos com flores perfeitas e espécimes com flores apenas
pistiladas (Sakai & Weller 1997; Cardoso et al. 2018). Este sistema sexual é raramente
encontrado em angiospermas, menos de 1% das espécies (Renner 2014; Caruso et al.
2016). As especializagdes das fungdes femininas e masculinas levaram a mudangas na
estrutura floral, com uma alocagéo de recursos diferente para cada morfotipo floral (Gibson
& Diggle 1997). Os individuos hermafroditas mantém o seu “fitness” investindo na qualidade
do pdlen, enquanto os individuos com flores pistiladas investem seus recursos nos frutos e
sementes (Lloyd 1975).

Em Lauraceae a ginodioicia é rara, somente encontrada em cerca de 50 espécies
(5%) dos géneros Andea van der Werff e Ocotea Aubl. p.p. (grupo Ocotea minarum (Nees &
Mart.) Mez) na regido neotropical (Alves et al. no prelo). Cabe destacar que esse sistema

sexual € muito dificil de identificar em Lauraceae, onde flores unissexuais frequentemente



retém estruturas estéreis do sexo oposto (Rohwer 1993; Penagos-Zuluaga et al. 2021). Em
flores estaminadas e perfeitas é desafiador distinguir entre um pistilédio estéril e um pistilo
fértil em espécimes de herbario. A diferenciacao depende da verificagao da fertilidade do
ovulo, o que requer flores frescas ou observagdes de campo. Tradicionalmente, espécimes
férteis de herbario descritas como dioicas possuem flores evidentemente pistiladas e
perfeitas, o0 que torna a ginodioicia um sistema sexual de dificil identificacao
(Penagos-Zuluaga et al. 2021).

Historicamente, a taxonomia de Lauraceae tem sido baseada principalmente na
composigao do androceu (Kostermans 1957; van der Werff 1991; Rohwer 1993). No entanto,
em filogenias recentes, varios grupos tradicionais surgiram como parafiléticos ou polifiléticos
(e.g., Chanderbali et al. 2001; Rohwer & Rudolph 2005; Alves & Souza 2013; Trofimov et al.
2016; Rohde et al. 2017; Trofimov & Rohwer 2020; Penagos-Zuluaga et al. 2021). Portanto,
novos atributos que possam servir para delimitar grupos e ajudar a entender a evolugéo da
familia precisam ser identificados (Nishida & van der Werff 2007, 2011; Trofimov et al. 2016;
Zeng et al. 2017).

Ocotea Aubl. é o maior género de Lauraceae nos Neotropicos, com cerca de 400
espécies (Trofimov et al.,, 2019), caracterizado por espécies cossexuais, dioicas ou
ginodioicas com 9 estames férteis, anteras 4-loceladas e estames da série IV pouco
desenvolvidos. O género foi dividido em grupos baseado especialmente nos atributos florais
por Rohwer (1986), entretanto, emergiu polifilético em varios estudos filogenéticos
(Chanderbali et al., 2001; Rohwer & Rudolph, 2005; Trofimov et al., 2019; Penagos-Zuluaga
et al., 2021) dentro do complexo Ocotea (Chanderbali et al., 2001), também chamado de
clado Supraocotea (Penagos-Zuluaga et al.,, 2021). Ja o grupo Ocotea minarum (sensu
Rohwer 1986) emergiu monofilético nas mais recentes filogenias (Chanderbali et al., 2001;
Rohwer & Rudolph, 2005; Trofimov et al.,, 2019; Penagos-Zuluaga et al., 2021),
caracterizado por espécies ginodioicas

Existem poucos estudos com dados comparativos de morfologia e anatomia
realizados com espécies ginodioicas do complexo Ocotea (e.g., Gibson & Diggle 1997,
1998). Os dados escassos tém limitado nosso conhecimento sobre a evolugado dos sistemas
sexuais dentro de Lauraceae. As investigagbes sobre a anatomia floral de espécies
ginodioicas podem nos ajudar a responder questdes sobre a evolugdo da ginodioicia, nos
fornecendo ferramentas importantes para o entendimento das diferengas entre os morfotipos
florais e como a perda de fungéo de alguns 6rgaos é refletida na anatomia. Entender sobre a
evolucdo do sistema reprodutivo também se tornou uma questdo importante dentro de
Lauraceae. O sistema reprodutivo tem sido historicamente usado na delimitagdo genérica
(Kostermans 1957; van der Werff 1991; Rohwer 1993) e contém um sinal filogenético na

familia (Penagos-Zuluaga et al. 2021; Trofimov et al. 2022).



Portanto, o objetivo do trabalho foi realizar um estudo de biologia comparada com
dados de morfologia floral, anatomia e do fruit set da espécie ginodioica Ocotea minarum
(Nees & Mart.) Mez (Lauraceae) respondendo as seguintes perguntas (1) Quais as
diferencas morfolégicas e anatbmicas entre orgaos florais homdlogos (perianto, androceu,
gineceu, nectarios e vascularizagido) de flores perfeitas e pistiladas? (2) Plantas com flores
pistiladas produzem mais frutos do que aquelas com flores perfeitas? (3) Os dados gerados
podem nos ajudar a entender a evolucao floral e a ginodioicia em Ocotea minarum e em

Lauraceae?

2. Material e métodos
Material coletado

Os espécimes de Ocotea minarum de flores perfeitas e pistiladas foram coletados no
estado de Mato Grosso do Sul, na cidade de Campo Grande. As flores em pré-antese e
antese em diferentes estagios de desenvolvimento foram coletadas e armazenadas em
solugdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965). O material foi deixado no fixador até todos ramos
com flores afundarem e para isso foram passados pela bomba a vacuo de hora em hora
(aproximadamente 48 horas). Posteriormente, o fixador foi removido e o material foi lavado
com solucao tampéo fosfato de sddio 0,2 M em pH 7,2 por dez minutos, depois passaram

pelo processo de desidratacdo em série alcodlica e foram armazenados em alcool 70%.
Analise morfolégica

A morfologia das flores foi analisada e registrada sob estereomicroscépio Leica M205
com uma camera Leica DCF 420 acoplada. Foram medidas 25 flores perfeitas (5 flores de 5
individuos diferentes) e para as flores pistiladas foram medidas 10 flores (5 flores de 2
individuos diferentes). Os dados obtidos foram usados para montar uma tabela comparativa
da dimensdo de cada orgao floral. Flores frescas em antese foram mergulhadas em

vermelho neutro e Sudan |V para identificagao de osmdforos (Dafni, 1992).

Analise anatémica e histoquimica

Para realizar a confeccdo das laminas, os materiais armazenados em alcool 70%
foram selecionados e desidratados em série alcodlica, do alcool 70% até 95%. Em seguida
foram embebidos em historesina - solugdo de pré-infiltragdo (Leica® activated historesin +
95% ethanol, 1:1) durante dois dias e transferidos para resina pura onde permaneceram por
um més. Posteriormente, os materiais foram emblocados em historesina (Leica®) de acordo

com a técnica para emblocamento (Gerritis & Horobin 1991). Os cortes transversais e



longitudinais foram obtidos em micrétomo rotativo Leica modelo RM-2145 com espessura de
0.4 ym e corados em azul de Toluidina pH 4,4 (O’ Brien et al. 1964). Para histoquimica, as
flores fixadas e desidratadas foram infiltradas em resina, seccionadas em micrétomo rotativo
e submetidas aos seguintes reagentes: Sudan IV (Pearse, 1985) para identificacdo de
idioblastos de 6leo; reagente de Schiff em acido periddico para detecgcéo de polissacarideos
(Jensen, 1962) e lugol para identificagdo de amido (Johansen, 1940). As analises
anatdmicas e as fotomicrografias foram obtidas em microscépio Nikon Eclipse Ci acoplado

a camera digital Cam Pro 252B.

Analise da vascularizagao

Para andlise de vascularizagdo, as flores foram escaneadas em tomografia
computadorizada de raios X de alta resolugdo (HRXCT) e reconstruidas com o programa
XM3DViewer. As flores armazenadas em alcool 70% foram tratadas em uma solugao de
acido fosfotungstico a 1% e etanol 70% por uma semana (Staedler et al. 2013, 2018). Em
seguida, as amostras foram desidratadas em série alcodlica com 1% de acido
fosfotungstico, passadas em acetona e levadas ao equipamento de Ponto critico Leica EM
CPD300 para secagem completa. A microtomografia foi realizada usando um sistema de
imagem MicroXCT-200 (Zeiss Microscopy) com uma fonte de raios X Microfocus L9421-02
de 90 kV (Hamamatsu Photonics, Iwata City, Japao). O programa XMReconstructor 8.1.6599
(Zeiss Microscopy) foi usado para reconstrugdes 3D e o programa XM3DViewer 1.1.6
baseado em AMIRA (Zeiss Microscopy) para visualizar os dados gerados e para criar

reconstrucdes 2D e 3D.

Fruit Set

Para a realizacdo do fruitset foram escolhidos dez individuos, cinco individuos com
flores pistiladas e cinco individuos com flores perfeitas. Para cada individuo foram
selecionados trés ramos com inflorescéncia, as flores foram contadas e os ramos marcados
com uma etiqueta numerada. Posteriormente, quando os frutos estavam formados, a
contagem foi realizada novamente nos mesmos ramos para verificar quantos frutos foram

formados em relagéo a quantidade de flores produzidas.



3. Resultados

Organizagao floral

Ocotea minarum é uma arvore ginodioica de cerca de 8 m altura de folhas alternas e
limbo foliar eliptico (Fig. 1). As flores sdo compostas por dois verticilos de tépalas, com trés
tépalas cada, classificadas em tépalas externas e internas. As tépalas das flores perfeitas
em antese ficam dispostas horizontalmente, enquanto nas flores pistiladas sdo mais curtas e
ficam dispostas verticalmente (Fig. 1A-B). As flores perfeitas sdo maiores e apresentam
tépalas, estames e pistilo mais compridos do que as flores pistiladas. Por outro lado, o
ovario e o estigma sdo maiores e mais largos em flores pistiladas (Tab. 1). Os estames das
flores perfeitas e os estaminddios das flores pistiladas estao distribuidos em trés séries
(verticilos) com trés 6rgaos em cada (Fig. 1A-B). Os estames/estaminddios da série | sdo
opostos as tépalas externas, os da série Il sdo opostos as tépalas internas e os
estames/estaminodios da série |ll ficam opostos aos estames da série | (Fig. 1A-B). Os
estames e estaminodios sdo tetralocelados (4 locelos) em todos os verticilos (Fig. 1C-F).
Nas flores pistiladas os locelos ndo se abrem (Fig. 1 D), apresentam apenas a marcagao
dos locelos nos estaminddios. Os estames/estaminddios da série Il possuem um par de
glandulas globosas e amarelas na base do filete (Fig. 1E-F). As séries | e Il possuem locelos
expostas externamente, ou seja, os estames e estaminddios sdo extrosos, enquanto na
série lll as aberturas dos locelos estido dispostas lateralmente, sendo denominados latrosos.
Cabe destacar que em cerca de 40% das flores perfeitas analisadas havia nUmero superior
de estames em cada uma das séries, podendo alcangar 12 estames férteis.

O gineceu é unicarpelar, unilocular e uniovular em ambos os morfotipos (Fig. 1G-H).
Nas flores pistiladas (Fig. 1B), o pistilo € mais evidente com estigma e ovario mais largos e
o estigma fica posicionado acima dos estaminddios de série lll. Nas flores perfeitas, o
estigma, geralmente, fica abaixo dos estames da série lll, assim, fica menos evidente,

apesar de possuir um estilete mais comprido e ovario mais estreito.
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Figura 1. Ocotea minarum. A. Arvore com flores pistiladas. B. Ramo com inflorescéncias e

flores perfeitas; C. Ramo com inflorescéncias e flores pistiladas; D. Ramo com frutos; E.
Detalhe do fruto.
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Tabela 1. Medidas das flores e dos érgaos florais de Ocotea minarum.

Estruturas florais

Flores perfeitas

Flores pistiladas

Diametro da flor

Comprimento da flor

Tépalas
Estames/Estaminddios séries | e Il
Estames/Estaminddios série Ill
Antera

Filete

% da antera no estame
Glandulas

Pistilo

Comprimento do ovario
Largura do ovario

Estigma

% do estilete no pistilo

3 -6 mm
2,7 -6 mm
2,2 -4 mm
1,3—-2mm

1,5-2,1mm
1-1,3mm
0,5-1mm
55,88%
0,3-0,7 mm
1,8-2,5mm
0,4-0,9 mm
0,4—-1mm
0,1-0,2 mm
68,00%

3—4mm
2,9 -4 mm
1,7-3 mm
0,6 —1 mm
1-1,3mm
0,5-0,8 mm
0,4 -0,5mm
53,31%
0,4-0,5mm
1,5-2mm
0,5-0,9 mm
0,5-1,1mm
0,4 -0,6 mm
59,22%
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Figura 2. Flores e 6rgaos florais de Ocotea minarum. A. Flor perfeita; B. Flor pistilada; C.
Estame da série Il da flor perfeita; D. Estaminddio da série 1l da flor pistilada; E. Estame da
série Il e glandula da flor perfeita; F. Estaminddio da série Il e glandula da flor pistilada; G.

Pistilo da flor perfeita; H. Pistilo da flor pistilada.
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Figura 3. Flores de Ocotea minarum coradas com Vermelho Neutro e Sudan IV. A, C, E e G.
Flores perfeitas; B, D, F e H. Flores pistiladas; A, B, C e D. Flores coradas com Sudan 1V,
reacao positiva para lipidios nos estames da série lll, estigma e regido envolta das tépalas;
E, F, G e H. Flores coradas com Vermelho Neutro, evidenciando as valvas dos estames da

série lll, o estigma e pequenas pontuagdes coradas nas glandulas.
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Anatomia floral

As flores em ambos os morfotipos florais sdo semelhantes anatomicamente, a
principal diferenca esta nos 6rgaos do androceu (Fig. 4A-B). As tépalas internas e externas
apresentam tricomas nas faces abaxial e adaxial. A epiderme & unisseriada, subjacente ha
uma camada subepidérmica de células menores e achatadas (Fig. 4E - F). O parénquima do
mesofilo € composto de quatro a oito camadas homogéneas de células arredondadas com
idioblastos de oleo (Fig. 4E - F).

Os estames e estaminddios apresentam uma epiderme unisseriada e papilosa nos
filetes, cortex com parénquima homogéneo e idioblastos de 6leo (Fig. 4C-D). As anteras
apresentam uma epiderme unisseriada e na regido valvar um endotécio com parede
lignificada principalmente nas flores perfeitas (Fig. 4C). Nas flores pistiladas, o endotécio
esta presente, porém € menos lignificado, 0 microsporangio néo se desenvolve e nao forma
graos de polen (Fig. 4D). Nas flores perfeitas, os microsporangios formam graos de pdlen

viaveis (Fig. 4C).

O gineceu nos dois morfotipos florais apresenta epiderme externa unisseriada com
células achatadas lateralmente (Fig. 4G-H). O mesofilo do carpelo possui parénquima
multi-estratificado homogéneo e com idioblastos de dleo (Fig. 4G-H). A epiderme interna do
carpelo também é unisseriada e possui compostos fendlicos (Fig. 4G-H). Os dois morfotipos

possuem ovulo desenvolvido.

A glandula na base do filete, dos estames da série lll, esta presente em ambos os
morfotipos florais (Fig. 5A-B). Sua epiderme é simples formada por células achatadas e o
parénquima é regular com células arredondadas e amplo vacuolo. Testes de histolocalizagao
para lipidios, amido e polissacarideos (Fig. 6) foram negativos na epiderme e no parénquima
das glandulas (Fig. 5). Entretanto, as flores frescas testaram positivo para Sudan IV e
Vermelho Neutro na regido envolta das tépalas (Fig. 3 A, B, E e F), nos estames da série |
(Fig. 3C) e no estigma (Fig. 3 G e H).

15



Figura 4. Anatomia comparada da flor perfeita e pistilada de Ocotfea minarum em corte

transversal. A, C, E e G. Flores perfeitas; B, D, F e H. Flores pistiladas; A-B. Corte

16



transversal da regido mediana da flor; C. Detalhe da tépala interna e do estame; D. Detalhe
da tépala externa e do estaminddio; E-F. Detalhe das tépalas internas, note os feixes
vasculares; G-H. Parede do ovario e ao centro o 6vulo, evidenciando os dois feixes no

ovario e um feixe ligado ao 6vulo.
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Figura 5. Anatomia e testes histoquimicos das glandulas de flores perfeitas e pistiladas de
Ocotea minarum. A, C, E e G. Flores perfeitas; B, D, F e H. Flores pistiladas; A-B. Corte
transversal das glandulas coradas com Azul de Toluidina; C-D. Glandulas coradas com
Lugol, reagédo negativa para amido na epiderme e no parénquima; E-F. Glandulas coradas
com Sudan |V, reagdo negativa para lipidios na epiderme e no parénquima; G-H.
Parénquima das glandulas com reagao negativa a polissacarideos (PAS). Barra da escala:
20 pm.
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Figura 6. Anatomia e teste histoquimico com reagente de Schiff de flores perfeitas e
pistiladas de Ocotea minarum. A, C e E. Flores perfeitas; B, D e F. Flores pistiladas; A-B.
Glandulas com reagao negativa a polissacarideos, estames e tépalas com reagéo positiva;
C-D. Estames/estaminddios da série lll, reagdo positiva a polissacarideos; E-F Tépalas

externas, reagao positiva a polissacarideos.
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Vascularizagao

A vascularizagdo na base do hipanto é formada inicialmente por seis feixes
vasculares (Fig. 3A-B), cada um desses feixes alternadamente ira se ramificar e formar dois
conjuntos de feixes vasculares (Fig. 3C-E). Os primeiros feixes a se destacarem sao os
feixes dos estames/estaminddios da série Il (Fig. 3E), seguidos pelos feixes das tépalas
externas e dos feixes dos estames/estaminddios da série | (Fig. 3F), juntamente com os
feixes laterais dos estames da série Il que irdo vascularizar as glandulas, totalizando trés
feixes vasculares na base dos estames da série Il (Fig. 3H). Esses feixes vasculares
formam o primeiro conjunto da vascularizacdo. Os feixes vasculares dos
estames/estaminddios da série |l e das tépalas internas sao individualizados, formando o
segundo conjunto da vascularizagdao (Fig. 3D-H). Os feixes laterais dos
estames/estaminddios da série lll, dividem-se ainda mais e irrigam as glandulas (Fig. 3K-L),

e somente um feixe € direcionado para a antera (Fig. 3K-L).

Os dois morfotipos florais em antese apresentam quantidades similares de feixes
vasculares em cada 6rgéo (Tab. 02). Nas flores perfeitas, ocorrem 5 feixes vasculares nas
tépalas externas e internas, um feixe vascular nos estames de série |, Il e lll, e trés feixes
vasculares no ovario. Nas flores pistiladas ha uma variacao de trés a cinco feixes vasculares
das tépalas externas e internas, um feixe nos estaminddios de série |, Il e lll, e trés feixes
no ovario. As glandulas da série lll do androceu, cada uma do par, recebem um feixe
vascular na base que se ramifica em numerosos feixes na regido do parénquima da glandula
(Fig. 31-J).

Tabela 02. Feixes vasculares presentes nos 6rgaos florais de Ocotea minarum.

Orgaos florais Flor perfeita Flor pistilada
Tépalas externas 5 3-5
Tépalas internas 5 3-5
Estames/Estaminddios série | 1 1
Estames/Estaminddios série |l 1 1
Estames/Estaminédios série lll 1 1
Glandulas nUMerosos NUMerosos
Pistilo 3 3
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Figura 4. Vascularizagdo dos verticilos florais da flor perfeita de Ocotea minarum. A-B.
Hipanto e base do ovario. C-D. Feixes vasculares divergindo. E-F. Inicio da organizacao dos
feixes que irdo vascularizar os estames. G-I. Vascularizacado dos estames de série |, Il, e lll e

do pistilo. J-K. Vascularizagdo das glandulas. L. Organizacao final da vascularizagao. Barra

da escala: 500 ym.
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Fruit set

Todos os individuos que possuem flores pistiladas (100%) produziram frutos,
enquanto apenas 20% dos individuos com flores perfeitas frutificaram. Plantas com flores
pistiladas produziram 30 vezes mais frutos do que plantas com flores perfeitas. Veja os

dados quantitativos na Tabela 3.

Tabela 3. Fruit set dos individuos de Ocotea minarum com flores perfeitas e pistiladas.

Perfeita Pistilada
Individuos 5 5
Plantas frutificando 20% 100%
Ramos 15 15
Quantidade de flores avaliadas 5805 6310
Quantidade de frutos formados 14 465
% de frutos/flor 0,24% 7,36%

4. Discussao

Nossos resultados confirmam que Ocotea minarum é uma espécie ginodioica através
de andlises morfolégicas, anatdmicas e de produgado de frutos dos dois morfotipos florais,
i.e., flores perfeitas e pistiladas. Assim, este estudo corrobora com as observagdes de
herbario da espécie (Rohwer 1986; Baitello et al. 2003; Penagos-Zuluaga 2021). Em plantas
ginodioicas as estruturas masculinas sdo maiores em flores perfeitas e as partes femininas
maiores em flores pistiladas (Moon & Hong 2015; Zhang & ClaRen-Bockhoff 2019). Embora
diferencas significativas entre morfotipos florais na espécie ginodioica Ocotea oblonga
(Meisn.) Mez nao sejam evidentes (Penagos-Zuluaga 2020) na maioria das espécies em
Lauraceae flores perfeitas ou estaminadas sdo maiores que flores pistiladas em uma mesma
espécie ginodioica (Baitello et al. 2003; Gibson & Diggle 1997). As diferengas entre os
tamanhos das flores e estruturas florais se tornam ainda mais acentuadas em plantas
dioicas (Pacini et al. 2014; Silva et al. 2024). A diferenca dos tamanhos dos morfotipos
florais em plantas ginodioicas esta intimamente relacionado a estratégia reprodutiva da
planta (Bawa 1980; Bell 1985; Delph 1996) e estruturalmente ligado a redugao dos feixes

vasculares em flores pistiladas (Schmid 1972a, b; Silva et al. 2024).
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Estudos sobre anatomia floral mostraram uma grande diversidade no numero de
feixes vasculares em estruturas florais em Lauraceae (e.g., Reece 1939; Kasapligil 1951;
Sastri 1952; Boyle 1980; Souza & Moscheta 1999, 2000; Sajo et al. 2016). Embora na
maioria das espécies na familia ambos os verticilos das tépalas de uma mesma flor (internas
e externas) sejam vascularizados pelo mesmo numero de feixes (e.g., Souza & Moscheta
2000; Sajo et al. 2016; Soares 2017; Silva et al. 2024), pode haver espécies com mais feixes
nas tépalas externas em comparagdo com as tépalas internas (Sastri 1952, 1965, Kasapligil
1951). Ao mesmo tempo, o niumero de feixes vasculares por tépala pode diferir entre flores
estaminadas e pistiladas em espécies dioicas (Boyle 1980; Souza & Moscheta 1999; Silva et
al. 2024) ou mesmo em flores perfeitas e pistiladas como verificamos aqui em Ocotea
minarum. No caso da espécie ginodioica Ocotea minarum, embora haja 0 mesmo numero de
feixes nas tépalas externas e internas de uma mesma flor, ha menos feixes vasculares em
algumas tépalas das flores pistiladas quando comparado com as flores perfeitas. Esse
resultado pode ser consequéncia da reducdo dos estames em estaminddios gerando

estruturas menores nas flores pistiladas (Tab. 1).

Tecidos vasculares da planta formam feixes que conectam todas as partes da planta,
dao suporte mecéanico e distribuem agua e nutrientes, bem como outras substancias
necessarias para o crescimento e defesa (Lehesranta et al. 2010). Os tecidos vasculares
formam um sistema eficiente de conducdo de fluidos que se estende por todo o corpo da
planta. Além de fornecer transporte de longa distancia de agua, agucares, nutrientes,
horménios e outras moléculas de sinalizagdo, também contribui para o suporte mecanico
(Smet & Rybel 2016). A reducdo dos oérgaos florais estad ligada a menor alocagdo de
recursos para essas estruturas, gerada pela diminuigdo da vascularizagdo e
consequentemente atrofia tecidual (Schmid 1972 a, b). Os feixes vasculares séao
responsaveis por controlar o tamanho e a forma das estruturas florais com érgaos grandes
tendo um numero maior de feixes e uma estrutura vascular mais ramificada, enquanto
6rgaos menores tém menos feixes e menos ramificagao (Schmid 1972a, b; Lehesranta et al.
2010). Portanto, os feixes sdo estruturas funcionais resultantes de fatores fisioldgicos e
fundamentais como reliquias expondo a perda evolutiva de 6rgéos (Carlquist 1969; Stebbins
1967).

Conflitos nutricionais entre as fungbes masculina e feminina dentro de uma flor
podem expressar forgas seletivas que mantém genes de esterilidade masculina e feminina
nos morfotipos e impulsionam a evolugédo para a diclinia floral (Gibson & Diggler 1997).
Enquanto espécies cossexuais tém um alto investimento em recursos para pdlen e

estruturas florais, plantas com flores pistiladas sao liberadas do custo da fungdo masculina e
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podem realocar recursos do podlen para a formagdo de sementes (Darwin 1877; Ashman
1994). A exclusdo da autofertilizagdo alcangcada pela dioicia aumenta a eficiéncia da
alocacao de nutrientes para a reproducgéo (Freeman et al. 1976; Thomson & Brunet 1990),
mantendo a variabilidade genética (Bawa 1980) e gerando plantas que produzem mais que
o dobro de sementes que espécies cossexuais (Sakai & Weller 1991). A alocacédo de
recursos para reproducao e a divisdo desses recursos entre estruturas reprodutivas sao de
importancia central para teorias da evolugdo do sistema reprodutivo e a estabilidade do
hermafroditismo em plantas (por exemplo, Charlesworth & Charlesworth 1978, 1981; Lloyd &
Bawa 1984; Charlesworth 1989; Ashman 1994).

Em geral, o sucesso reprodutivo de espécimes com flores estaminadas é limitado
pelo acesso aos gametas femininos, enquanto o sucesso de espécimes com flores pistiladas
€ limitado pelos recursos disponiveis para a produgdo de 6vulos. Consequentemente, os
individuos com flores estaminadas tendem a otimizar a producdo de pélen, enquanto os
individuos com flores pistiladas otimizam a qualidade do ovario e do 6vulo (Bawa 1980).
Portanto, flores pistiladas produzem flores menores (Gibson & Diggler 1997) e menos néctar
(Ashman & Stanton 1991; Eckhart 1992) em comparagao com flores estaminadas (Ashman
1994). No caso de Ocotea minarum, o fato de encontrarmos cerca de 40% das flores
perfeitas com numero superior de estames indica um investimento diferencial na produgao
de pdlen nesse morfotipo. Por outro lado, o maior tamanho dos ovarios e estigmas das flores
pistiladas em relacdo as mesmas estruturas das flores perfeitas, demonstra o maior

investimento na formacgao das sementes para reprodugao.

A vascularizagdo encontrada em Ocotea minarum segue um padrao para Lauraceae,
em que o mesmo feixe que vasculariza as tépalas externas, também irriga os estames da
série | e lll e os nectarios, enquanto o feixe que vasculariza as tépalas internas também
irriga os estames da série Il e IV (Sajo et al. 2016). Entretanto, em outras espécies de
Lauraceae, pode haver o compartilhamento de feixes de ramos laterais de um mesmo eixo

por tépalas das duas séries (Boyle 1980; Soares 2017; Silva et al. 2024).

Embora estudos filogenéticos recentes indicarem uma ancestralidade cossexual para
o clado dioico em Ocotea (Chanderbali et al. 2001; Trofimov et al. 2019; Penagos-Zuluaga et
al. 2021), autores consideram a ginodioicia um estagio intermediario no caminho da
cossexualidade para a dioicia (Charlesworth & Charlesworth 1978; Bawa 1980; Charlesworth
1999; Dufay et al. 2014). A dioicia ndo teria surgido como um mecanismo de sele¢c&o para
evitar a endogamia, mas da alocacgao diferencial de recursos para potencializar a formagéao
de frutos, sementes na reproducéo (Darwin 1877; Bawa 1980; Rohwer 1986). Lauraceae ja

possuem ciclo protoginico heterodicogdmico nas espécies cossexuais como forma para
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evitar a autofertilizacdo (Kubitzki & Kurz 1984; Kubitzki et al. 1993). Deste modo, em
Lauraceae € provavel que a ginodioicia e a dioicia tenham surgido como uma forma para
otimizar a alocacao diferencial de recursos entre a producdo de pdlen e Oovulos,
potencializando a producao de frutos e sementes e n&o para evitar a autopolinizagao. Com
relacdo os estudos filogenéticos (e.g., Penagos-Zuluaga et al., 2021; Trofimov et al. 2022)
terem apontado ancestrais cossexuais para o clado dioico de Ocotea, é importante ressaltar
que filogenias tem como fonte de dados os semaforontes (Hennig 1966; Havstad et al. 2015;
Assis 2016) e ancestrais extintos sem conhecimento pelo registro féssil podem ter sido
apagados da histdria evolutiva dos grupos, dificultando o entendimento de intermediarios. A
utilizacdo de semaforontes nas reconstrugdes filogenéticas pode obscurecer o impacto total
das extingbes, ja que 99% das espécies que ja existiram estdo agora extintas (Hoehna et al.,
2019).Técnicas mais avangadas incorporam comprimentos de ramificagdo para quantificar
as taxas de especiacdo e extincdo, permitindo uma compreensao mais matizada da perda
de linhagem (Stadler, 2013).

A maioria das espécies de Lauraceae tém nectarios na série Ill do androceu
(Kostermans 1957; van der Werff 1991; Rohwer 1993), embora eles também possam estar
presentes em todos os estames, como em Chlorocardium, Phyllostemonodaphne e
Urbanodendron (Rohwer 1993) ou totalmente ausentes em Anaueria, Mezilaurus e
Williamodendron (Rohwer 1993; Alves & Souza 2013). Tais estruturas foram interpretadas
como estames reduzidos (Sastri 1965), estruturas independentes (Rohwer 1994),
emergéncias secretoras de néctar ndo homoélogas a nenhum o6rgédo (Rohwer 1993) ou

apenas um atributo do terceiro verticilo (Kasapligil 1951; Buzgo et al. 2007).

Como o néctar € a recompensa mais importante para plantas com flores polinizadas
por animais, sua ocorréncia, posicao e caracteristicas sdo dados comparativos Uteis para
avaliar relacionamentos (Simpson & Neff, 1983; Bernardello 2007). Embora em
angiospermas uma das razdes para a grande diversidade observada na estrutura do
nectario e nos constituintes do néctar depende em grande parte do tipo de polinizador
(Baker & Baker 1975; Pacini et al. 2003), a especializacdo fenotipica floral em algumas
espécies pode nao ter relagdo com a estrutura do nectario floral (Gonzalez et al. 2021). Além
do mais, a pequena quantidade de néctar produzida no nectario pode estar relacionada a
presenca de um unico 6vulo no ovario. Isso significa que poucos grdos de pdlen séo
necessarios no estigma para garantir a fertilizacdo e, portanto, visitas menos frequentes de
polinizadores e menor volume de néctar como recompensa a esses visitantes podem ser

suficientes (Pacini et al. 2014).
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A auséncia de amido e polissacarideos na epiderme e no parénquima das glandulas
em Ocotea minarum provavelmente se deve a tal estrutura ndo estar relacionada ao sistema
de polinizagdo da espécie. Segundo Judkevich et al. (2022), nectarios persistentes podem
permanecer intactos nas flores mesmo sem produzir néctar ou podem produzir alguma
secrecao por um tempo depois da antese ou durante a diferenciacao dos frutos. Em Ocotea
minarum o apice dos estames de série lll e o estigma podem estar funcionando como os
atrativos principais de polinizadores, direcionando os insetos para dentro da flor. Sao
encontrados osmoforos nas tépalas e muitos idioblastos de 6leo em todos os verticilos
florais nos dois morfotipos florais, que sao estruturas importantes para a atracdo de
polinizadores. O néctar produzido pelos nectarios geralmente serve como recompensa para
os polinizadores, mas também pode atrair insetos pilhadores. A atracdo destes insetos pode
causar danos as estruturas florais, levando a mudancas no comportamento dos

polinizadores (Kessler et al. 2010).

Nectarios podem funcionar como fonte de alimento para os herbivoros, evitando que
as tépalas sejam danificadas. A taxa de visitacdo por polinizadores pode decair
significativamente com o aumento dos danos causados as tépalas pelos herbivoros. Por
essa razao, pecas florais com maior importancia reprodutiva podem ser protegidas por
“estruturas de sacrificio”, que evitam que o pistilo e os estames sejam danificados (Zhu et al.
2017). O consumo de tecidos florais requer partes bucais dos animais que s&o capazes de
mastigar, e isto pode ser encontrado em besouros, algumas aves e em poucas espécies de
morcegos. Flores que apresentam tecidos florais comestiveis geralmente s&o robustas e
com duragado longa. Também é necessario que o visitante seja atraido para longe dos
ovulos, para que estas estruturas ndo sejam consumidas juntamente com outras partes
florais. Bons exemplos de espécies de planta que apresentam partes florais como recurso
para polinizadores sdo Acca sellowiana (Myrtaceae) (Sazima & Sazima 2007), Calceolaria
uniflora (Scrophulariaceae) (Sérsic e Cocucci 1996), Myrrhinium atropurpureum (Myrtaceae)
(Roitman et al. 1997) e varias espécies de Annonaceae (Saunders 2012). Portanto, os
nectarios sem a producédo de néctar devem atrair os polinizadores para proximo do pistilo e
evitando que o ovario e o 6vulo sejam predados. Os herbivoros podem induzir os nectarios a
liberar compostos volateis que atraem os polinizadores e distraem os pilhadores das tépalas
(Zhu et al. 2017).

A vascularizagdo do nectario se origina no hipanto em ambos os morfotipos florais de
Ocotea minarum, um fato que apoia a interpretagdo de que sdo emergéncias secretoras de
néctar ndo homdlogas a nenhum érgao (Kasapligil 1951; Rohwer 1993, 1994). Entretanto, os

nectarios em Ocotea minarum apresentam estrutura muito diferente das espécies de género.
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Espécies de Ocotea possuem nectarios coberto por epiderme papilar com tricomas
secretores unicelulares e préximo a base, a epiderme é levemente papilosa e produz
compostos fendlicos (Souza & Moscheta 1999; Silva et al. 2024). Além do mais, quando o
nectario secreta néctar, a regido subepidérmica consiste em parénquima nectarifero
contendo células com citoplasma denso e um grande nucleo, que reagem positivamente a
lipidios, proteinas e polissacarideos neutros e o parénquima subnectario é abundantemente

vascularizado (Silva et al. 2024).

A presenca de flores sem néctar em plantas nectariferas € um fenbmeno comum em
Angiospermas (Bailey et al., 2006; Wu et al., 2019; Thakar et al. 2003). Entretanto, a
frequéncia e distribuicdo de flores sem néctar em populacbes naturais, e a transicao de
flores nectariferas para flores sem néctar sdo pouco conhecidas. A variagcao na producao de
néctar pode afetar a estabilidade do mutualismo, uma vez que a disponibilidade de recursos
energéticos influencia o comportamento de forrageamento dos polinizadores (Guimaraes et
al., 2018). Flores sem néctar podem produzir compostos volateis que atraem polinizadores,
compensando a auséncia de néctar (Guimaraes et al., 2018). A evolucao das flores sem
néctar é influenciada pelos custos da autopolinizagdo e pela abundancia de polinizadores.
Em cenarios com altos custos de autofecundacdo, uma propor¢cao maior de flores sem
néctar pode otimizar o sucesso reprodutivo (Bailey et al., 2006). Modelos matematicos
sugerem que flores sem néctar podem persistir em ecossistemas explorando o
comportamento dos polinizadores, levando a um equilibrio dindmico entre produtores de
néctar e plantas sem néctar (Wu et al., 2019). No caso de Ocotea minarum a auséncia de
producdo de néctar nos nectarios pode estar sendo compensada pela presenca de

osmoforos nas tépalas e idioblasto de 6leo presentes em todos os verticilos florais.

O sucesso aprimorado da polinizacdo pode impulsionar a evolugdo de flores sem
nectarios em plantas que dependem da polinizagdo mediada por vetores. Quando os custos
da autofecundacgio sao baixos, uma inflorescéncia com uma baixa proporgao de flores sem
néctar é 6tima, porque o sucesso da polinizacdo € determinado principalmente pela remogao
do pdlen. Quando os custos da autofecundagéo sao altos, uma inflorescéncia com flores
principalmente sem néctar é 6tima, porque o sucesso da polinizagdo € determinado
principalmente pelo cruzamento. Baixas abundancias de polinizadores levam a uma
proporgdo 6tima de diminuicdo de flores vazias para mitigar a limitacdo do polinizador
(Bailey et al., 2006).

Ocotea como tradicionalmente circunscrito é polifilético e emergiu em sete clados: (1)
grupo Ocotea indecora (Schott) Mez, (2) grupo O. aciphylla (Nees & Mart.) Mez, (3) grupo O.

insularis (Meisn.) Mez, (4) grupo O. minarum Mart. ex Nees, (5) grupo O. helicterifolia
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(Meisn.) Hemsl., (6) grupo O. cernua (Nees) Mez e (7) grupo Ocotea s. str. mais Endlicheria
e Rhodostemonodaphne (Penagos-Zuluaga et al., 2021). O grupo O. minarum Mart. ex Nees
€ composto por espécies ginodioicas do género, enquanto o grupo Ocotea s. str. mais
Endlicheria e Rhodostemonodaphne representa espécies dioicas. Todos 0s outros grupos
apresentam espécies cossexuais (Rohwer 1986; Chanderbali et al. 2001; Penagos-Zuluaga
et al., 2021). Portanto, a forte semelhanca entre a estrutura dos nectarios de espécies de
Ocotea dioicas (Souza & Moscheta 1999; Silva et al. 2024) e a diferenca entre a espécie
ginodioicia Ocotea minarum pode ser um indicativo de sinal filogenético com fortes
consequéncias para o entendimento da evolugdo do género mais complexo do ponto de

vista taxondmico da regido neotropical (Alves et al., no prelo).

Os resultados em Ocotea minarum indicaram que arvores com flores pistiladas tém
30 vezes mais chance de uma flor gerar um fruto que em plantas com flores perfeitas.
Diversos estudos produzidos para diferentes familias de plantas tém indicado que em
plantas ginodioicas, flores pistiladas produzem significativamente mais sementes que
plantas com flores perfeitas (e.g., Sakai & Weller 1991; Shibata & Kudo 2016; Varga 2021;
Santos et al. 2024). Esse resultado também foi encontrado para outras espécies de Ocotea
(Gibson & Diggle 1997; Penagos-Zuluaga 2021). Entretanto, nenhuma evidéncia de

esterilidade dos 6vulos das flores perfeitas em Ocotea minarum foram observadas.

Embora a ginodioicia tenha sido relacionada como um mecanismo para evitar a
autopolinizagao (Charlesworth & Charlesworth 1978), diversos autores tém postulado que
este € um mecanismo para aumentar a eficiéncia da alocagdo de recursos (Freeman et al.
1976; Ross 1990; Thomson and Brunet 1990; Spigler & Ashman 2012), potencializando a
producdo de frutos quando comparado com a cossexualidade (Varga 2021). Embora
espécies ginodioicas em Lauraceae sejam autoincompativeis, esse mecanismo ja ocorre em
espécies cossexuais (Kubitzki & Kurz 1984). Além do mais, a ampla diferenga entre a
producdo de frutos nos dois morfotipos pode ser irregular, ja que individuos com flores
perfeitas possuem ampla variacdo na produgdo de frutos entre estacbes (Darwin 1877;

Penagos-Zuluaga 2020).

5. Conclusao

O estudo confirmou que Ocofea minarum é uma espécie ginodioica, devido a
morfologia, anatomia e dados de fruit set. A diferenca na producéo de frutos entre individuos
com flores pistiladas e espécimes com flores perfeitas sugere que esta ocorrendo uma maior

eficiéncia na alocacdo de recursos entre os dois morfotipos florais para otimizar a
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reprodugcdo. A ginodioicia pode ser interpretada como um passo intermediario entre a

cossexualidade e a dioicia.
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