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RESUMO

A especializacdo floral € uma estratégia utilizada por algumas plantas para garantir eficiéncia
na interacdo com seus polinizadores. As flores bilabiadas do género Jacaranda tém-se
desenvolvido para evitar a perda de pdlen por abelhas coletoras de polen e garantir maior
precisdo na transferéncia de poélen. Esse trabalho buscou conhecer a morfologia floral de
Jacaranda rugosa e identificar possiveis interferéncias de polen interespecifico na
polinizagdo dessa espécie vegetal. O trabalho foi desenvolvido entre os meses de margo de
2015 a fevereiro de 2017, no Parque Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco, Brasil.
Jacaranda rugosa A. H. Gentry (Bignoniaceae) € uma espécie rara e endémica do Nordeste
brasileiro, suas flores possuem uma curvatura na parte superior da corola que permite a
transferéncia de polen no dorso do polinizador. A especializacdo morfolédgica de suas flores
foi testada nesse trabalho como um atributo eficiente que garante maior precisdo na
transferéncia de polen. Para tanto, analisamos em conjunto os atributos florais, bem como em
detalhe o atributo de ajuste ao polinizador, por meio da exposicdo do display floral, medidas
de espectofotometria, medidas de headspace dinamico, e a acuracia na transferéncia de pélen.
Avaliamos a eficiéncia do sistema, medindo o sucesso reprodutivo através de experimentos de
polinizacdo e analise de pdlen nos estigmas, visando quantificar o polen interespecifico que
chega aos estigmas de Jacaranda rugosa no ambiente natural. Por fim, verificamos o efeito
dessa deposicdo para a espécie. Concluimos que o estaminddio de J. rugosa é o centro
morfolégico da flor, e atua como uma estrutura multifuncional na polinizagdo de J. rugosa.
indicando, que a morfologia floral especializada de Jacaranda rugosa restringe 0 acesso as

estruturas reprodutivas sendo eficiente na reducéo de pdlen interespecifico.

Palavras-chave: Especializacdo. Pdlen interespecifico. Abelha.



ABSTRACT

Floral specialization is a strategy used by some plants to ensure efficiency in interaction with
their pollinators. The bilayer flowers of the genus Jacaranda have been developed to avoid
the loss of pollen by pollen collecting bees and to guarantee greater precision in the transfer of
pollen. This work sought to know the floral morphology of Jacaranda rugosa and to identify
possible interferences of interspecific pollen in the pollination of this vegetal species. The
work was developed in the period from March 2015 to February 2017, in the Catimbau
National Park, Buique, Pernambuco, Brazil. Jacaranda rugosa A. H Gentry (Bignoniaceae) is
a rare and endemic species of Brazilian Northeast, its flowers have a curvature in the upper
part of the corolla that allows the transfer of pollen on the back of the pollinator and the
staminode causes the reduction of the space inside the floral tube, Favor the contact of the
bees with the reproductive organs. The morphological specialization of its flowers was tested
in this work as an efficient attribute that guarantees greater precision in the transfer of pollen.
For this, the behavior of the floral visitors was registered, the morphometry of Jacaranda
rugosa flowers was performed; Pollen analysis of the pollen grains deposited on the
pollinators body and Jacaranda rugosa stigmas; Manual pollination experiments (natural,
cross, mixed); Distance from reproductive structures to the site of pollen deposition on the
bee's body. The results showed that Centris bees had a higher frequency of visits to Jacaranda
rugosa flowers followed by Euglossa; Staminodes act as a pathway for trichomes, which
terminate at the height of reproductive structures; There was no equivalence between the
distances of the reproductive structures and the place of deposition of pollen in the body of
the bee; The floral morphology of Jacaranda rugosa showed to be an efficient specialized

system against the deposition of interspecific pollen.

Keywords: Specialization. Interspecific pollen. Bee.



LISTA DE FIGURAS

Figural. Fenologia reprodutiva de Jacaranda rugosa durante no periodo de agosto de 2015 a

julho de 2016, na Chapada de S&o José (Serrinha), Parque Nacional do Catimbau,
Buique/Pernambuco, Brasil ............oooiiiiiiiiiii e e 32

Figura 2. Coloracdo das flores de Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) em area de Caatinga,
PARNA Catimbau — PE, Brasil.. .......ccoooioiiii 34

Figura 3. Morfologia floral e acuracia na deposicdo de pdlen de Jacaranda rugosa
(Bignoniaceae) no corpo de abelhas polinizadoras. .............cccoooeiiiiiiiiiiiiiii 36



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Estatisticas circulares sobre a sazonalidade na fenologia de Jacaranda rugosa

(Bignoniaceae) no Parque Nacional do Catimbau, Brasil

Tabela 3. Morfometria e relagcbes entre medidas de estrutura floral de Jacaranda rugosa

(Bignoniaceae) no Parque Nacional Catimbau, Brasil....................ocoin 37

Tabela 4. Acuracia reprodutiva das estruturas reprodutivas de Jacaranda rugosa

(BINONIACEAC). ... e ettt ettt et e 38

Tabela 5. Efeito da inacuracia das abelhas sobre a capacidade de remocdo do pdlen de

Jacaranda rugosa (Bignoniaceae). . .........ouuereuireniniet ettt et eeeereanearananns 39

Tabela 6. Componentes femininos do sucesso reprodutivo nos niveis de deposicdo de graos

de polen e formagdo de frutos de Jacaranda rugosa (Bignoniaceae)...................... 40



SUMARIO

LINTRODUGCAO . ..., 12
2 FUNDAMENTACAO TEORICA.......ouiiieeie e, 14
B OBIETIVOS . .o, 19
3.1 ObBJELIVOS GOIAIS .. v ettt et entete et et et et et et et et et e e e e e e e ene e 19
3.2. ObJetivos @SPECTIICOS. .. uutitt ettt ettt e 19
4 ARTIGO ..ot e 20

REFERENCIAS . ..ot 61






12

1 INTRODUCAO

As interacdes planta-polinizador envolvem diferentes defini¢cBes que sdo atribuidas as
interacdes generalistas e especialistas. A especializacdo floral, como classificada por Ollerton
et al.(2007), pode ser compreendida por um aspecto da biologia e ecologia da flor, além de
sua interagao com os polinizadores. Ou seja, na visao dos autores, um sistema “especializado”
ou “generalizado” pode envolver interagdes ecoldgicas (referindo-se ao nimero permanente
de interagdes entre a planta e seus polinizadores), interacbes funcionais (referindo-se a
diversidade de polinizadores que interagem com a planta que ndo s&o relacionados
filogeneticamente, mas sdo semelhantes na morfologia e no comportamento), e caracteristicas
fenotipicas, esta ultima referindo-se as adaptacGes florais como periodo de floracdo, horario
de antese, simetria floral, aroma, recompensas (tecidos florais, secre¢des do estigma, néctar,
polen, bleo), guia de néctar, apresentacdo secundaria de polen, mecanismo de polinizacdo
explosiva, glandulas de 6leo, producdo de resina, calice e corola carnosos que forma uma de
camara de polinizacdo, etc. As flores com especializacBes fenotipicas podem atrair um
espectro estreito de visitantes florais e selecionar possiveis polinizadores, podendo ser
entendida como uma estratégia para se evitar a retirada de grdos de pdlen por visitantes que
n&o irdo transporta-lo até outro individuo da mesma espécie (JUNKER; BLUTHGEN, 2010;
RECH, et al., 2014). De modo particular, cada espécie vegetal busca atrair polinizadores para
efetivar a polinizacdo garantindo o sucesso reprodutivo da espécie. A atracdo para a
polinizacdo é uma estratégia utilizada pelas flores, de modo que, a diversificagdo floral é uma
condicdo positiva que distingue os potenciais polinizadores, garantindo a planta sua
preferéncia polinizadora, considerando que pilhadores também podem contribuir para a
deposicdo imprépria de pdlen (FUMERO- CABAN; MELENDEZ-ACKERMAN, 2007;
SANTOS et al., 2016). A diversificacdo e especializacbes das flores tém evoluido em resposta
a polinizacdo por animais (AIGNER, 2006), como as flores bilabiadas do género Jacaranda,
caracterizadas pela polinizacéo nototribica, devido a curvatura na parte superior da corola que
permite a transferéncia de pdlen no dorso do polinizador. Essas flores tém-se desenvolvido
para evitar a perda de pélen por abelhas forrageando por este recurso e garantir maior precisao
na transferéncia de pdlen. Ha registros que essa caracteristica se desenvolveu varias vezes nas
angiospermas, com destaque para Lamiales, ordem com maior nimero de espécies que possuli
flores labiadas (WESTERKAMP; CLABEN- BOCKHOFF, 2007).
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A polinizagéo nas angiospermas ocorre em detrimento da contaminagéo do vetor pelo
poélen quando o animal visita as flores em busca de alimento. O pdlen apresenta funcgdes
relevantes, por um lado, é o principal alimento de larvas de abelhas, e por outro lado, é o
veiculo que conduz o gametofito masculino da planta (WESTERKAMP, 1996). Diante do
dilema de disponibilizar grdos de polen como atrativo para os visitantes florais, e a
responsabilidade de transporte de grdos que implica na perpetuagdo da espécie vegetal,
algumas plantas evoluiram para evitar a exploracdo intensa de polen por vetores que nao irdo
realizar a polinizacéo.

Milet-Pinheiro e Schlindwein (2009) realizaram um trabalho com a espécie Jacaranda
rugosa, em que aborda a ecologia da polinizacdo e o efeito de pilhadores de uma populacéo
de Jacaranda rugosa no Parque Nacional do Catimbau em Pernambuco. Para verificar o
sistema reprodutivo de Jacaranda rugosa, os autores realizaram esperimentos em campo e
observaram que os visitantes florais de Jacaranda rugosa preferiam flores com a presenca do
estaminodio em vez de flores sem estaminddios, evidenciando que a presenca dessa estrutura
é notada pelas abelhas.

As flores de Jacaranda rugosa sdo polinizadas por abelhas e apresenta dois picos de
floracdo, em abril-maio e em outubro-dezembro (MILET-PINHEIRO; SCHLINDWEIN,
2009a). Este altimo periodo coincide com o pico de floracdo das espécies melitdfilas para a
regido (COSTA, 2013), podendo, dessa forma, haver partilha de vetores de pélen com outras
espécies vegetais. Diante disso, decidimos investigar se a especializacdo floral (flores
bilabiadas) de Jacaranda rugosa, associada a grupos de polinizadores, se torna eficaz contra a
transferéncia de polen interespecifico.

Portanto, decidimos testar a seguinte hipdtese: A especializacdo fenotipica das flores
de Jacaranda rugosa reduz a deposicdo de pdélen interespecifico. N6s consideramos dois
niveis de abordagens: A primeira envolve a caracterizacdo de atributos florais, no qual
determinamos o papel do estaminddio como atrativo visual e olfativo, bem como atributo de
ajuste ao polinizador. Na segunda abordagem mensuramos a eficiéncia do sistema, medindo o
sucesso reprodutivo através de experimentos de polinizacdo e analise de pdlen nos estigmas,
para quantificar o polen interespecifico que chega aos estigmas de J. rugosa no ambiente

natural, e verificar o efeito dessa deposicdo para a especie.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Interacdo planta-polinizador

A polinizagdo em maior parte das angiospermas ocorre por agentes bidticos
(OLLERTON et al., 2011) e desde o periodo cretaceo, os polinizadores iniciaram sua busca
por alimentos em visita as flores, proporcionando a estas, um aumento no fluxo de pdlen e
consequentemente, um aumento na reproducdo das espécies vegetais. Esse sucesso
reprodutivo se d& através de visitas repetidas dos polinizadores que contatam as estruturas
reprodutivas das flores, transferindo gréos de pélen das anteras de uma flor, para o estigma da
mesma flor ou de outra flor da mesma espécie, caracterizando a polinizacdo (CORBET et al.,
1991).

A eficiéncia na polinizagdo ocorre por meio da fertilizacdo, que acontece quando graos
de polen depositados no estigma da flor germinam e fertilizam o (s) évulo (s) presente (s) no
ovario da flor, e, quanto maior for o nimero de grdos de pdlen viaveis e compativeis no
estigma, maior serd a competicdo entre eles para fecundar o (s) 6vulo (s) e maior sera a
percentagem de fertilizagdo e taxa de formagédo de sementes (FREITAS, 19973, b). O sucesso
na transferéncia de polen é essencial para reproducdo e manutencdo de uma populacdo
vegetal, devido as interacfes planta-polinizador que desempenham um papel significativo na
manutencdo da integridade funcional da maioria dos ecossistemas terrestres. Essas interacdes
proporcionam as plantas maiores eficiéncias na polinizacdo cruzada, tornando possiveis novas
combinacBes genéticas e reforcando sua resiliéncia em condicOes inesperadas e evolugdo de
suas populacdes (BARRETT, 2010).

O paradoxo do pdélen

A polinizacdo ocorre em detrimento da contaminagdo dos visitantes florais pelo pélen
quando o animal vai a busca do alimento. Para o visitante floral, o p6len tem um significado
importante, por ser fonte de proteina e nitrogénio indispensavel para alimentar as larvas, ja
para a planta, o pdlen apresenta um significado importante na reproducdo, por realizar o
transporte dos gametdfitos masculinos que ird proporcionar a subsisténcia da espécie vegetal
(WESTERKAMP, 1996). Segundo o autor, o transporte dos gametas é realizado pelos
visitantes florais sem que eles percebam, ou seja, a abelha transporta grdos de pélen de anteras
que foram depositados em seu corpo para os estigmas de flores involuntariamente.

Sabendo que cada flor possui um numero de gréos de polen restrito, assim como o seu

fornecimento, algumas flores evoluiram e desenvolveram estratégias para esconder o polen da
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percepcdo dos visitantes florais que realizam a absorcdo ativa de pdlen que ndo serdo
destinados a polinizacdo (WESTERKAMP, 1987). Entdo, por um lado, h& a necessidade de
apresentar o polen como transporte de gametofitos para perpetuar a espécie, e por outro lado,
as flores precisam oculta-lo da presenca de abelhas coletoras de polen para reduzir o indice de
exploracdo, embora o interesse das abelhas pelo polen seja de fundamental importancia para
as flores (WESTERKAMP, 1996).

Sistemas de polinizacdo especializados

A especializacdo floral aumenta a precisdo na transferéncia de grdos de pdélen e
diminui a atuacdo de antagonistas, evitando o desperdicio de gametas por deposi¢do impropria
dos mesmos (RECH et al., 2014). Os sistemas de polinizacdo especializados passaram por um
processo de evolucdo de caracteristicas florais que favorecem as visitas por polinizadores e
dificultam visitas por outros animais que ndo sejam os agentes de polinizacdo mais eficientes
(WILSON; THOMSON, 1996; AIGNER, 2004). De acordo com o principio do polinizador
mais efetivo (STEBINS, 1970), uma planta deve especializar-se no polinizador mais eficaz e
mais abundante quando a disponibilidade deste € confidvel, de forma que a especializacdo do
sistema de polinizacdo é uma vantagem para a planta, ja que promove maior eficiéncia na
polinizacdo e fidelidade dos polinizadores, com consequente aumento no fluxo de poélen
(JOHNSON; STEINER, 2000). Além disso, outra vantagem é que no sistema especializado,
ha um risco menor de interferéncia de pélen interespecifico na polinizacao, ja que o sistema
seleciona seus possiveis polinizadores efetivos.

Algumas interacdes especializadas sdo resultado de um processo de co-evolugéo
(FEINSINGER, 1983) no qual a evolucéo de uma espécie influencia mudancas evolutivas em
outra espécie. Espécies vegetais simpatricas podem competir por espaco, recurso, dispersdo
de sementes e por visitas de polinizadores (CAMPBELL; MOTTEN, 1985). Além disso, a
recompensa floral tem uma importancia fundamental na especializacdo, sobretudo, as
diferentes recompensas quimicas que causaram divergéncia das plantas em resposta a sele¢des
geradas pelas diversas preferéncias nutricionais e reprodutivas dos polinizadores (FENSTER,
2004). Diante disso, algumas plantas evoluiram decorrentes de especializacdes e, através das
modificagdes nos sistemas de polinizacdo das espécies vegetais, desenvolveram-se as
especializacOes ecologicas, funcionais e fenotipicas (OLERTON et al., 2007).

Especializacdo Ecol6gica
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A especializacdo ecoldgica se refere a uma Unica espécie de polinizador que interage
com uma determinada espécie de planta (OLLERTON et al., 2007), como a orquidea malgaxe
Angraecum sesquipedaleThouars que é polinizada por Xanthopan morganii praedicta, uma
mariposa de probdscide longa o suficiente para acessar a camara nectarifera da flor
(DARWIN, 1862 a, b; WASSERTHAL, 1997; ARDITHI, et al., 2012). O estado de estreita
especializacdo ecologica é extremamente raro (OLLERTON, 1996), porém algumas relacbes
podem apresentar-se mais especializadas do ponto de vista ecologico se comparadas com
outras existentes na mesma familia, como €é o caso da tribo Stapelieae (Asclepiadaceae) que €
significativamente mais especializada do ponto de vista ecolégico do que outras tribos da
familia (OLLERTON; LIEDE, 1997).

Especializacdo Funcional

Na especializacdo funcional, as espécies vegetais sdo visitadas por polinizadores de
um mesmo nivel taxondmico (OLLERTON et al., 2007), como a interacdo entre as orquideas
Satyrium pumilum que emitem perfume floral patrido de pequena intensidade atraindo moscas
da familia Sarcophagidae, reduzindo assim, a competicdo intraespecifica entre espécies de
moscas de outras familias que séo atraidas a perfumes florais putridos de grande intensidade
(VAN DER NIET, 2011). Outro exemplo é o da espécie Dalechampia fragrans, por secretar
fragancia na superficie estigmética da flor (AMBRUSTER, 1992), atrai pelo menos, treze
espécies de machos de euglossine que coletam perfume nas flores.

Os grupos funcionais de plantas e polinizadores podem exercer pressdes seletivas
reciprocas e ainda requisitar pré-adaptacdes para poder interagirem (FENSTER, 2004). A
especializacdo funcional em termos de polinizacdo por taxons especificos é explicada pelos
aromas florais que imitam fontes de alimento, sitios de oviposicao e local de acasalamento, 0s
quais, juntamente com os tracos morfologicos das flores, desempenham uma funcao

importante na atracéo de polinizadores-alvo (HEIDUCK, et al., 2016).

Especializacdo Fenotipica

A especializacdo fenotipica se refere as adaptacdes exibidas pela flor (OLLERTON et
al., 2007) para atrair polinizadores potenciais e restringir a presenca de visitantes florais que
ndo irdo realizar a polinizacdo, como o observado em Vargas et al. (2010). Além desse, ha
varios registros na literatura de adaptacGes florais que evoluiram como resultados das
interacdes entre a planta e seu polinizador e que contribuem para a poliniza¢do reduzindo a
taxa de pdlen interespecifico (SCHIEST et al., 1999; SINGER, 2002; SINGER et al., 2004;
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BLANCO; BARBOZA, 2005; SCHIEST, 2005; CIOTEK et al., 2006; JERSAKOVA et al.,
2006; VEREECKEN, 2009; SCHIEST; COZZOLINO, 2009; ELLIS; JONHSON, 2010;
PEAKALL et al., 2010; VEREECKEN et al., 2010; GASKETT, 2011; XU et al., 2012).

A especializacdo fenotipica pode ter surgido através de algumas competicdes entre as
espécies vegetais para evitar a interferéncia polinica. Diante disso, algumas plantas evoluiram,
decorrendo de especializagdes fenotipicas das flores, como uma estratégia para evitar a
retirada de grdos de polen por visitantes que ndo irdo potencialmente transporta-lo até outro
individuo da mesma espécie, evitando a perda de pdlen (JUNKER; BLUTHGEN, 2010;
RECH, et al., 2014).

Interferéncia de p6len interespecifico

Plantas que convivem em uma mesma area e apresentam atributos florais
semelhantes podem partilhar os mesmos vetores de polen e, dessa forma, experimentar uma
competicdo interespecifica por interferéncia de pélen interespecifico sobre o estigma da flor
(CAMPBELL, 1985). Essa interferéncia polinica € um processo que limita a polinizacdo, por
ocorrer transferéncia de pdlen entre espécies diferentes de plantas, cobrindo o estigma da flor
e evitando que o pélen de uma planta da mesma espécie entre em contato com ele (DUFFY,
STOUT, 2008). Nesse caso, sera afetada tanto a espécie doadora, que perderd o polen
quando colocado sobre estigmas de outras espécies (MURCIA; FEINSINGER, 1996), como
a espécie destinataria, que tera a fertilizacdo de seus O&vulos limitada devido ao
congestionamento dos estigmas com poélen impréprio (CAMPBELL, 1985; MAUES, et al.,
2013).

Familia BignoniaceaeJuss. e 0 género Jacaranda

A familia Bignoniaceae esta representada por cerca de 100 géneros e 860 espécies
(FISCHER et al., 2004), distribuidas principalmente nas regibes tropicais e subtropicais do
mundo (CAMARINHA et al., 2015), e séo caracterizadas por arvores, arbustos ou trepadeiras
(SANTOS et al., 2013). As bignoniaceas possuem grande diversidade no Brasil, com 32
géneros e aproximadamente 391 espécies (LOHMANN, 2013). As bignoniaceas possuem um
amplo espectro de polinizadores efetivos para dez diferentes tipos florais com morfologia
distinta (GENTRY, 1974a, 1992). A familia possui alto potencial econdmico, com registros
de espécies utilizadas na horticultura, culinaria, artesanato, corantes em rituais religiosos,

como recurso madeireiro e medicinal (GENTRY, 1992b). As flores sdo dispostas em



18

inflorescéncias axilares, terminais ou caulifloras, bissexuadas, zigomorfas, diclamideas,
gamossépala e com androceu composto por estames didinamos, epipétalos (CAMARINHA et
al., 2015).

A familia pertence a ordem Lamiales e sofreu grande diversificacdo estando
correlacionada com a interacdo de grupos de polinizadores (ALCANTARA; LOHMAN,
2010). A polinizagdo por abelhas de médio e grande porte (GENTRY, 1974 a, b;
BITTENCOURT JR; SEMIR, 2006; YANAGIZAWA; MAIMONI-RODELLA, 2007), €
predominante, embora também possa ser polinizada por aves e morcegos (LOPES et al., 2002,
MACHADO; VOGEL, 2004). Algumas caracteristicas presentes na familia Bignoniaceae
como flores com simetria zigomorfa, corola tubular e achatada dorso-ventralmente apontam
para um sistema de polinizacdo especialista, como mostra a especializacdo fenotipica descrita
em Tabebuia impetiginosa (MILET-PINHEIRO, 2009) e em Anemopaegma laeve
(CARVALHO et al., 2007).

Jacaranda Juss. é considerado um dos géneros mais importantes da familia
Bignoniaceae com ampla distribuicdo nas regides tropicais (MARTINS et al., 2008), e possui
elevado valor ornamental devido a beleza de suas flores de cores exuberantes (EMER et al.,
2011). Além disso, 0 género possui espécies que sdo utilizadas como fitoterapicos, como as
espécies Jacaranda caroba (CARVALHO et al., 2008), J.decurrens (OLIVEIRA et al.,
2003), J.mimosaefolia (SUBRAMANIAN et al., 1973), J.caucana (OGURA et al., 1976,
1977) eJ.copaia (TAYLOR et al., 2006).

A interferéncia polinica pode causar conseqliéncias ecologicas e evolutivas
importantes (WASER, 1978a), visto que a polinizacdo de plantas pode diminuir se houver a
transferéncia de polen interespecifico (RATHCKE, 1983, BORGES, 2017). Aqui
apresentamos resultados da interacdo dos polinizadores com a flor, e como a especializacado
floral (caracterizando uma especializacdo fenotipica) de Jacaranda rugosa é fundamental

para evitar a transferéncia de polen interespecifico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Identificar possiveis interferéncias de polen interespecifico na polinizacdo de

Jacaranda rugosa H. A Gentry (Bignoniaceae).

3.2. Objetivos especificos

Registrar as fenofases de Jacaranda rugosa,;
Realizar a morfometria das flores de Jacaranda rugosa;

Listar as espécies de visitantes florais de Jacaranda rugosa;

Fixar botbes florais, confeccionar laminas histolégicas e realizar analise do
polen das espécies vegetais que ocorrem na mesma rota de forrageamento de
Jacaranda rugosa, bem como, grédos de polen depositados em areas do dorso
das abelhas visitantes as flores e analisar o conteido polinico;

Realizar a extracdo de volateis florais por meio da técnica de headspace
dindmico;

Realizar medidas de espectrofotometria reflectancia espectral das flores de
Jacaranda rugosa;

Realizar um experimento com manipulacdo do estaminddio e quantificacdo do
fitness masculino;

Realizar os tratamentos de poliniza¢cdo manual cruzada, mista e natural;

Coletar estigmas de flores de diferentes individuos de Jacaranda rugosa,
confeccionar laminas histoldgicas dos grdos de pélen contidos nos estigmas e

verificar se ha deposicdo de polen interespecifico;

Indicar se ha grdos de pdlen interespecificos nos estigmas de Jacaranda
rugosa, se ocorre interferéncia polinica na polinizacdo da espécie vegetal e
identificar os vetores responsaveis pelo transporte de polen interespecifico;

Realizar analises estatisticas.
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Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) reune atributos morfofisiolégicos em uma
especializacdo funcional da polinizacdo de Apidae
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Resumo: A presenca de adaptacfes estruturais no sistema reprodutivo das plantas otimiza a
escolha de parceiros, podendo determinar a efetividade na remocéo e deposicdo do polen. O
objetivo desse trabalho foi investigar se a especializacdo fenotipica de Jacaranda rugosa é
eficiente na deposicdo e remocao de polen. Para isso, analisamos em conjunto os atributos
florais, bem como em detalhe o atributo de ajuste ao polinizador, por meio da exposic¢do do
display floral, medidas de espectofotometria, medidas de headspace dindmico, e a acuracia na
transferéncia de polen. Avaliamos a eficiéncia do sistema, medindo o sucesso reprodutivo
através de experimentos de polinizacdo e analise de pdlen nos estigmas, visando quantificar o
polen interespecifico que chega aos estigmas de Jacaranda rugosa no ambiente natural. Por
fim, verificamos o efeito dessa deposicao para a espécie. Concluimos que o estaminodio de J.
rugosa € o centro morfolégico da flor, e atua como uma estrutura multifuncional na
polinizacdo de J. rugosa, indicando, que a morfologia floral especializada de Jacaranda
rugosa restringe o acesso as estruturas reprodutivas sendo eficiente na reducdo de pdlen

interespecifico.

Palavras-chave: Abelhas; Bignoniaceae; Estaminddio; Funcional; Jacaranda; Polinizacéo
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Introducéo

As interagBes planta-polinizador podem variar desde generalistas até especialistas
(Fenster; Martén-Rodriguez, 2007). A especializacdo de um sistema de polinizacdo pode ser
definida inicialmente a partir de suas caracteristicas fenotipicas expressas por caracteres
morfofisioldgicos que determinam os atributos florais (Fenster; Martén-Rodriguez, 2007,
Ollerton et al., 2007). Estas podem repercutir as especializagdes ecoldgicas (i.e. nimero
permanente de interagdes entre a planta e seus polinizadores), e funcionais (i.e. nimero de
espécies de polinizadores ndo relacionadas filogeneticamente, porém, similares na morfologia
e comportamento, com o qual uma espécie de planta interage) (Ollerton et al., 2007). Além
desses, atributos florais como cor e odor intermedeiam as interagcbes entre plantas e
polinizadores por atuarem como atrativos aos polinizadores ao indicarem a presenca e
qualidade do recurso floral (Faegri e Van der Pijl, 1979; Lunau et al., 2007; Domingos-Melo
et al.,, 2020). Adicionalmente, a morfologia floral pode promover o ajuste mecanico
determinando como cada um desses visitantes é capaz de acessar adequadamente o
mecanismo de polinizacédo (De Jager; Peakall, 2018; Minaar et al., 2019).

Nesse contexto, a familia Bignoniaceae destaca-se por possuir diferentes padrfes de
atributos florais relacionados a diferentes sistemas especializados de polinizagdo como cinco
grupos de vetores de polen (morcegos, beija-flores, mariposas, borboletas e abelhas), embora
0s sistemas especializados para polinizacdo por abelhas de médio e grande porte sejam
preponderantes (Gentry, 1974a, 1974b, 1976; Alcantara e Lohmann, 2010, 2011). Essas
abelhas conseguem voar grandes distancias e possuem aparelhos bucais longos, capazes de
alcancar o néctar nos tubos das flores bilabiadas das bignoniaceas (Gottsberger e Silberbauer-
Gottsberger, 2006), sendo as tribos Centridini e Euglossini 0s principais grupos polinizadores
mais efetivos (Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger, 2006; Milet-Pinheiro e Schlindwein,
2009).

Dentre os diversos atributos das bignoniaceas capazes de determinar a especializagdo
na polinizagdo podemos destacar as caracteristicas de seu androceu. Na maior parte das
espécies que compbe a familia Bignoniaceae, um dos cinco estames que compde a
configuracdo ancestral da flor foi perdido ou convertido em um estaminodio, geralmente de
tamanho reduzido (Santos et al., 2013). Contudo, no género Jacaranda ha um caso muito
particular, o estaminodio tem tamanho avantajado (Gentry, 1980, 1992) e é geralmente
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coberto por tricomas secretores Gentry, 1980, 1992). A essa estrutura, varias fungGes vem
sendo atribuidas nas interacfes com os polinizadores, tanto como atrativo secundario (como
por exemplo: guia pela emissao de odor e orientacdo visual pelo contraste de cor com a corola
(Vieira et al, 1992; Rando e Sersic, 2004; Bittencourt e Semir, 2006; Guimaraes et al., 2008;
Milet-Pinheiro e Schlindwein, 2009), como atributo de ajuste mecanico e barreira contra
pilhadores de pélen (Rando e Sersic, 2004). Contudo, varios aspectos seguem ainda pouco

esclarecidos sobre o funcionamento desta notavel estrutura.

Uma das primeiras caracteristicas que chamam atencdo nos estaminddios do género
Jacaranda é a sua cor. Tal condicdo parece enquadrar-se no conceito de mimetismo de pélen
proposto por Lunau (2000). Isso ocorre pois, a coloracdo das flores foi detectada pelos
primeiros insetos polinizadores, quando perceberam sinais de cor em polen, porque a visdo
tricromética das cores nos insetos é filogeneticamente mais antiga que o habito de visitar
flores (Chittka, 1996). A partir dai, flores zigomorfas evoluiram e passaram a usar sinais
miméticos de pdlen em estames como atrativos, anunciando alimentacdo na antera, mas
oferecendo o néctar, como recompensa (Lunau, 2000). Alguns estames podem apresentar
superficies elevadas e até desenvolvidas em estruturas tridimensionais, e ainda, sinais tateis
e/ou olfativos (Osche, 1979, 1983a, b), e estruturas adicionadas aos filetes que promovem a
sinalizacdo olfativa, por aumentar a area de superficie para a emissao de substancias volateis
(Lunau, 2000).

Algumas espécies do género Jacaranda produzem compostos volateis que sao
liberados através dos tricomas glandulares presentes no estaminddio (Sérsic e Rando, 2004;
Guimardes et al., 2008). Os aromas florais geralmente sdo misturas complexas de substancias
volateis (Knudsen e Gershenzon, 2006), em que varios compostos servem conjuntamente
como atrativos ou repelentes (Schiestl et al., 2011), ou compostos individuais s&o
responsaveis por essas funcdes (Riffell et al., 2009). O odor floral representa um sinal honesto
aos polinizadores (Dotterl e Jurgens, 2005), e pode diferir qualitativamente e
quantitativamente entre diferentes partes das flores, de maneira que modificacbes como a
adicdo de um unico volatil, pode adicionar novas funcGes a ele, como exemplo, alterar o

carater atraente ou repelente do odor floral (Bischoff et al., 2015; Larue et al., 2016).

Também é importante considerar as relagdes que o estaminddio pode estabelecer com
as demais partes da flor. Uma flor pode ser definida como um modulo fenotipico, e suas

estruturas florais, os respectivos componentes do modulo. A determinacdo desse mddulo é
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dada pela correlacdo entre as estruturas que fazem parte de uma Unica unidade funcional
relacionadas em um organismo (Berg, 1960; Courtney e Murren, 2002). Como unidades
modulares, as flores de angiospermas podem manter um grau de independéncia fenotipica da
variacdo no resto da planta, permitindo adaptabilidade em resposta a selecdo por diferentes
polinizadores (Armbruster et al., 2014a). A selecdo pode atuar favorecendo alguns caracteres
no desempenho eficiente de suas funcdes, como a atracdo de polinizadores e a dispersdo de
polen (Berg, 1960; Armbruster et al., 1999). Alem disso, a forte correlacdo entre os modulos,
denominada de integracdo fenotipica, pode contribuir para uma maior precisdo na polinizacao

entre individuos coespecificos.

A partir destas relaces com as demais estruturas florais, podemos obter pistas do
papel do estaminddio das espécies de Jacaranda no ajuste mecénico aos polinizadores. Nesse
contexto, a acuracia adaptativa das flores pode ser usada para abordar a precisdo do ajuste
mecanico na polinizacdo, pois essa métrica integra relacdes variaveis entre o fenotipo e o
fitness (Armbruster, 2014). A acurécia adaptativa considera propriedades ecoldgicas e
funcionais de organismos (Armbruster et al., 2004, 2006, 2009, 2014a), e envolve dois
aspectos no contexto da polinizacdo: (1) acurécia e precisdo fundamentais e (2) acuracia e
precisdo realizadas (Armbruster, 2014; et al.,, 2014a). O primeiro, corresponde as
caracteristicas morfométricas das flores. O segundo, considera as interacdes das partes florais
com o proprio polinizador (Armbruster, 2014). Nesse sentido, a acuracia dos fendtipos
(anteras ou estigmas) é considerada alta, quando ha uma correspondéncia entre o local onde a
maioria das anteras deposita o pélen no corpo do polinizador, com o local onde a maioria dos
estigmas o remove (Palacios et al., 2019). No entanto, se existir variacdes na morfologia floral
e no comportamento dos polinizadores, a otimizacéo e a acurécia floral podem ser afetadas,
resultando na inacuracia adaptativa, métrica que indica a ma adaptacdo do fendtipo, partindo
de um étimo pré-estabelecido (Armbruster et al., 2004, 2009).

A importdncia da precisdo na entrega e recepcdo do polen, é a garantia de uma
polinizacdo bem-sucedida, reduzindo as chances de interferéncia polinica, que é o efeito
negativo que o poélen heteroespecifico pode causar no sucesso reprodutivo de uma espécie
vegetal (Kyogoku, 2015). Quando isso ocorre, dificulta a aderéncia e a germinacgdo do pélen
intraespecifico, afetando diretamente o processo de fertilizacdo e impedindo a polinizacéo
(Morales e Traveset, 2008). Consequentemente, a producdo de sementes é reduzida, 0 que

pode provocar consequéncias ecoldgicas e evolutivas importantes (Waser, 1978a; Alonso et
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al., 2010; Arceo-Gomez; Ashman, 2011). Diante disso, algumas angiospermas desenvolveram
especializacBes que funcionam como atributos de ajuste fisico ideal ao corpo do polinizador,

otimizando a polinizacdo (Palacios et al., 2019).

Diante do exposto, tomamos como modelo a espécie Jacaranda rugosa, a fim de
investigar a eficiéncia das estruturas reprodutivas na deposicdo e remocéo de polen, bem
como, os atributos florais de sinalizagéo e de ajuste na interagdo com os polinizadores. Em
Jacaranda rugosa, além do estaminddio se destacar pelo seu tamanho proeminente, possui
perfume levemente adocicado ao olfato humano, e tricomas glandulares que chamam a
atencdo pela coloracdo amarela contrastante com o lilds da corola (Milet-Pinheiro e
Schlindwein, 2009). Jacaranda rugosa € polinizada por abelhas de médio e grande porte
sendo as tribos Centridini e Euglossini os seus polinizadores efetivos (Gottsberger e
Silberbauer-Gottsberger, 2006; Milet-Pinheiro e Schlindwein, 2009). Estas abelhas
conseguem voar grandes distancias e possuem aparelhos bucais longos capazes de alcangar o
néctar nos tubos das flores bilabiadas das bignonidceas (Gottsberger e Silberbauer-
Gottsberger, 2006). N6s consideramos dois niveis de abordagens: A primeira envolve a
caracterizagdo de atributos florais, no qual determinamos o papel do estaminodio como
atrativo visual e olfativo, bem como atributo de ajuste ao polinizador. Na segunda abordagem
mensuramos a eficiéncia do sistema, medindo o sucesso reprodutivo através de experimentos
de polinizacdo e analise de pdlen nos estigmas, para quantificar o pdlen interespecifico que
chega aos estigmas de J. rugosa no ambiente natural, e verificar o efeito dessa deposic¢éo para

a espécie.

2. - Material e Métodos

2.1. Espécie modelo

Jacaranda rugosa A. H. Gentry (Bignoniaceae) € uma espécie rara e endémica da
regido de Buique, Nordeste do Brasil, onde se desenvolve em solos arenosos e pedregosos
(Gentry, 1992; Milet-Pinheiro e Schlindwein, 2009). Possui porte arbustivo e pode alcancar
até 4 m de altura (Gentry, 1982). Suas flores bilabiadas, lilases possuem quatro estames
didinamos e um estaminodio maior que os estames férteis, com tricomas glandulares (Milet-
Pinheiro e Schlindwein, 2009). E polinizada por abelhas de médio e grande porte (Gentry,
1974a; 1974b; 1976; 1990; 1992; Milet-Pinheiro e Schlindwein, 2009a).



25

2.2. Local de estudo

As observacoes de campo foram realizadas no Parque Nacional do Catimbau, em
Buique/Pernambuco-Brasil (8°30°57”’S; 37°20°59”W), com vegetacdo predominantemente de
Caatinga e elementos arbustivos (Rodal et al., 1998, Andrade, et al., 2004). O clima € semi-
arido (Santos et al., 2013; Cavalcanti e Corréa, 2014) com temperatura média de 21,6 °C e
pluviosidade média anual de 415,7 mm (APAC, 2017).

2.3. Fenologia

Foram selecionados quinze individuos de Jacaranda rugosa com DAS > 3 cm e
altura > 1 m, distantes entre si de 5 a 10 metros, garantindo tratar-se de individuos diferentes.
Todos os individuos foram devidamente etiquetados e monitorados mensalmente para
acompanhamento de suas fenofases (botéo, flor, fruto verde e fruto em dispersao), no periodo
de julho de 2015 a junho de 2016. Para analisar a intensidade de cada evento fenologico,
utilizamos um indice semiquantitativo variando entre 0 e 1 (auséncia e presenca), uma
adaptacdo do indice de Fournier (1974). Para estudar a sazonalidade de cada evento
fenoldgico, aplicamos estatistica circular com o registro de atividades fenoldgica das fases
reprodutivas de Jacaranda rugosa em cada més, (Morellato et al., 2010), e testamos a
significancia da sazonalidade, a partir de testes de Rayleigh (Z) para cada fenofase,
executados través do pacote “circular” (Lund et al., 2017). Estas e as demais analises

apresentadas neste trabalho foram realizadas no software R v.3.4.4 (R Core Team, 2018).

2.4. Atrativos florais

2.4.1. Medidas de cor na visdo das abelhas

A fim de determinarmos como a cor das estruturas florais de J. rugosa atua como
sinal visual, nds realizamos medidas de espectrofotometria reflectancia espectral entre 300 e
700 nm . Os picos espectrais foram estimados em 347, 424 e 539 nm, para o0s receptores UV,
azul e verde, respectivamente (Skorupski e Chittka, 2010), utilizando um espectrofotdmetro
optico (JAZEL200, Ocean Optics, EUA). Para isso, ramos com flores de J. rugosa foram
colocados em frascos com agua e em caixas térmicas, e transportados rapidamente para o
alojamento do PELD (Pesquisas Ecoldgicas de Longa Duracdo) onde, em no maximo uma

hora apos a coleta, foi medida a reflectancia da corola e do estaminodio (n=15 flores, uma por
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individuo). As medidas foram feitas de forma exploratéria ao longo de diferentes locais da
corola, e do estaminddio e folhas. Ambas as estruturas florais foram colocadas em um fundo
preto e a reflectancia foi medida usando uma fibra posicionada em um agulo de 45° tendo
sido adequadamente calibrada no espectrofotdmetro a partir de um WS-1 Diffuse Reflectance
Standard, PTFE Ocean Optics.

Para testar possiveis diferencas nas cores das flores de acordo com o sistema visual
das abelhas, plotamos cores das flores (loci das cores) no modelo do hexagono para visdo
tricromatica que representa o espaco de cores percebido por esses animais (Menzel e
Backhaus, 1991; Chittka, 1992; Lunau et al., 2011). Para tanto, aplicamos o espectro de
irradiancia da luz do dia D65 como padrdo e usamos a sensibilidade espectral de
fotorreceptores de abelhas (Chittka e Kevan, 2005). Para as analises referentes a corola,
assumimos o background como sendo as proprias folhas de J. rugosa, enquanto para o
estmainddio o backgorund foi a corola. Utilizamos o pacote ‘pavo’ no software R (Maia et al.,

2017) para realizar as analises dos espectros e contrastes de refletancia da cor da flor.

A partir dessas analises, nos indicamos 0s contrastes acromatico e cromatico. O
contraste cromético, também conhecido como contraste verde, corresponde a excitacdo do
fotorreceptor verde adaptada ao background e é importante para a deteccdo de flores a
distancia (Chittka, 1992; Spaethe et al., 2001; Dyer et al., 2008). A posicdo dos loci das cores
mostram como as abelhas percebem as flores (ou estruturas de flores) através dos seus
fotorreceptores ultravioleta (UV), azul (UB) e verde (UG) e através do processamento
adicional de sinais receptores no sistema nervoso central (Raine e Chittka, 2007). Assim, o0
hexagono é dividido em seis segmentos, cada um correspondendo a diferentes categorias de
cores subjetivas das abelhas, UV, UV-azul, azul, azul-verde, verde e UV-verde, sendo gue, o
centro do hexagono representa o0 espaco acromatico. A partir da distancia entre pares de loci
de cores em cada parte do hexagono e as distancias de cada locus de cor ao fundo € possivel
indicar o contraste cromatico entre eles (folhas verdes) (Chittka e Kevan, 2005), para
comparar as cores percebidas pelas abelhas das diferentes estruturas florais. Experimentos
comportamentais com abelhas treinadas para visitar flores artificiais demonstraram que
distancias de cor de hexagono 0,05 unidades sdo pouco discriminadas, enquanto as distancias
<0,1 séo facilmente discriminados (Dyer e Chittka, 2004), embora a capacidade de
discriminacdo pode ser reduzida para pelo menos <0,2 unidades hexagonais em condic¢des

naturais (Spaethe et al., 2001; Dyer e Chittka, 2004). Além de indicar 0s contrastes cromaticos
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e acromaticos, n6s também comparamos 0s contrastes cromaticos de pétalas e estaminddios

sobre seus respectivos backgrounds a partir de testes t pareados.
2.4.2. Compostos orgénicos volateis florais (VOCs)

Para obtermos amostras de perfume para dessorcdo térmica (TD), os VOCs de
Jacaranda rugosa foram coletados por meio de headspace dindmico (Détterl; Wolfe e
Jurgens, 2005). Para isso, coletamos flores de J. rugosa (n=25 flores, uma por individuo). Em
seguida, foram feitas cinco amostragens, cada uma contendo cinco flores de J. rugosa. As
flores foram envolvidas em sacos plésticos de polietileno (sacos de forno), nos quais os VOCs
florais foram acumulados durante 25 minutos (cada amostra). Logo apds, o ar enriquecido
com volateis florais foi sugado durante 15 minutos (cada amostra), através de filtros
adsorventes com o auxilio de uma bomba de succdo (G12/01 EB, Rietschle Thomas,
Puchheim, Alemanha). A bomba operou com um fluxo de ar de 200 ml/min. Posteriormente,
coletamos outras flores de J. rugosa (n=25 flores, uma por individuo), e 0 mesmo
procedimento citado acima, foi realizado com os estaminddios isolados (n=25) das flores para
investigar se havia alguma diferenca na emissdo de odores entre estaminddios e estames
feérteis, e entre estaminddios e a corola. As flores foram coletadas entre 7:00 h e 8:30 h da
manha. Realizamos também uma amostra de headspace das partes vegetativas (folhas) (n=5),
amostras do ambiente (n=2) (controle). Todas as amostras de TD foram armazenadas em
frascos transparentes (2 ml) com tampa de rosca a -24°C, até posterior analise quimica. O ar
enriquecido com VOC:s florais dentro das sacolas ficou preso em um Filtro TD (comprimento:
3,0 mm; didmetro interno: 2,5 mm) contendo polimero adsorvente (3 mg), constituido por
Mistura 1: 1 de Tenax TA (malha 80/100, Supelco, EUA) e Carbopack X (malha 20/40,
Supelco, EUA).

Para identificar os VOCs de J. rugosa, as amostras de TD foram analisadas em um
cromatografo a gas acoplado a um espectrémetro de massa (GC — MS; cromatdgrafo a gas
Agilent 7890A, espectrometro de massa Agilent 5975C serie MSD; Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, EUA), equipado com uma coluna HP-5 ms ndo polar (Agilent JW; 30 m x
0,25 mm, id 0,25 pum de espessura de filme) e uma sonda de separacdo térmica (TSP, Agilent
Technologies). As amostras de TD foram carregadas no TSP, que foi entdo inserido no injetor
de GC modificado. O injetor trabalhou no modo dividido (1: 1) com uma temperatura de
250°C. A temperatura do forno GC foi fixado em 40°C por 2 min, depois aumentado a uma
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taxa de 4°C min-1 até atingir a temperatura final de 230°C, que foi mantida estavel por 5 min.
O fluxo de gas portador de hélio (He) foi mantido a uma presséo constante de 7,0 psi.

As temperaturas da fonte e do quadrupolo foram fixadas em 230 e 150°C,
respectivamente. Os espectros de massa foram obtidos a 70 eV (no modo de ionizacao
eletrbnica) com uma velocidade de varredura de 1,0 varredura-s de m/z 35-350. Os compostos
foram identificados comparando seus espectros de massa e indices de retencdo com 0s
disponiveis na literatura (MassFinder 4, NIST11 e Wiley Registry 9th Edition, Adams, 2007),
integradas no software Agilent MSD Productivity Chem Station (Agilent Technologies, Palo
Alto, EUA).

Sempre que possivel, a identidade dos compostos foi verificada usando tempos de
retencdo e espectros de massa de padrdes auténticos. As areas de pico nos cromatogramas
foram integradas para obter o sinal total de corrente de ions, que foi usado para determinar as
porcentagens relativas de cada composto. Os compostos encontrados nas amostras de
estruturas vegetativas foram excluidos da lista de VOCs florais. Os perfis florais de VOCs de
J. rugosa foi comparado utilizando testes qualitativos (presenca / auséncia de compostos) e
semiquantitativos (quantidade relativa de compostos em relacdo a area total do pico). Para
comparagOes qualitativas e semi-quantitativas, calculamos a similaridade de Sgrensen e 0s
indices de Bray - Curtis, respectivamente. Esses indices determinam pares de semelhancas
entre as amostras individuais. As proporcdes relativas de compostos foram transformadas em

raiz quadrada para a analise semi-quantitativa.

2.5. Ajuste

2.5.1. Morfometria das flores

Para determinar se a morfologia floral de J. rugosa confere precisdo na transferéncia
de polen entre individuos medimos a morfometria das estruturas florais as 6:00 h da manhg,
horario em que as flores ja estavam abertas. Utilizamos 100 flores de 50 individuos, sendo
feito um corte longitudinal em cada corola, de forma que suas estruturas reprodutivas ficassem
expostas. Em seguida, foram feitas fotos com escala para mensuracdo do comprimento das
estruturas florais. Todas as medidas foram obtidas sempre partindo da base do nectario até a
extremidade de cada estrutura, sendo os comprimentos obtidos: a largura da cAmara de néctar,
centro do tubo floral e entrada de tubo floral; bem como a distancia a partir do nectario para a

entrada da camara de néctar, primeiro par de anteras, segundo par de anteras, estigma e
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extremidade do estaminddio. As fotos foram feitas no formato JPEG, com uma camera Nikon
Coolpix P 530, e as medic6es foram realizadas no Software Image J. (Abramoff et al., 2004).

Para testar as relacGes entre as estruturas florais, nés construimos uma matriz de
correlagdes de Pearson a partir das medidas obtidas utilizando o pacote “Hmisc” (Harrell e
Harrell, 2017). A fim de determinar a precisdo do sistema, utilizamos indices de inacuracia
adaptativa com base em Armbruster et al. (2009a, 2009b). Segundo estes autores, a inacuracia
adaptativa estima a auséncia de precisdao em um determinado sistema, considerando as médias
e variancias de um fendtipo de interesse em uma populacéo, permitindo verificar o quanto o
fenotipo de interesse varia a partir de um 6timo esperado. Nesse sentido, a acuraria adaptativa
(i) pode ser calculada como: i = (Mf — Mo)2 + Vo + Vf), onde Mf é a média do fenotipo em
questdo, Mo é a média do 6timo determinado, Vo € a variancia desse 6timo e Vf é a variancia
do fenotipo. Para fins comparativos, é importante também considerar os coeficientes de
variacao (desvio padrdo/média) tanto do fenétipo de interesse, quanto do 6timo e escalonar 0s
valores de inacurécia obtidos dividindo-os pelo quadrado da média do fenotipo analisado
(i/Mf2). No6s consideramos como nossos fenotipos de interesse as distancias de anteras e
estigmas a partir do néctario. Dado que a localizacdo ideal da colocacdo de pdlen em um
polinizador deve estar relacionada a localizacdo esperada do contato do polinizador com
estigmas de outras flores coespecificas (Armbruster et al. 2009a), entendemos que Nnossos

fendtipos de interesse sdo 6timos reciprocos um do outro.
2.5.2. Comportamento dos polinizadores e Efeito da deposicao de pdlen sobre seus corpos

A fim de verificar o ajuste mecanico das abelhas as flores de J. rugosa e sua eficiéncia
no transporte de p6len, nds analisamos diferentes partes do corpo das abelhas em relagdo ao
namero de graos de pdlen transportados, bem como realizamos a morfometria destes animais.
Inicialmente, amostramos a deposicao de pdlen no corpo das abelhas polinizadoras, e alguns
individuos (n=12) de diferentes espécies foram capturados logo apés visitarem uma flor de J.
rugosa. A captura foi feita com o auxilio de camara mortifera (utilizando potes individuais
para cada visitante floral) contendo acetato de etila. Essas abelhas foram levadas diretamente a
sede do PELD onde montamos laminas histoldgicas com os grdos de polen depositados.
Usamos laminas histoldgicas distintas e devidamente etiquetadas, sendo feita uma lamina para
cada parte do corpo das abelhas que continha polen de J. rugosa (cabeca; torax; segundo par
de pernas; primeiro par de asas e segundo par de asas). A remocdo dos graos de polen foi

realizada sob estereomicroscépio, raspando-se o local com agulhas de seringas e gotejando-se
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alcool 95%. Apds a evaporacgdo do alcool, os graos de pdlen foram corados com a solucéo de
Calberla, a base de fucsina bésica e as laminulas foram seladas com esmalte incolor para
unhas, seguindo indicacdes de Bernhardt (2005). As laminas foram analisadas sob
microscopio éptico, e a analise polinica se deu a partir da observacéo da presenca ou auséncia
de grdos de pdlen interespecificos depositados em cada parte do corpo das abelhas.

Esses mesmos individuos foram mensurados, considerando as distancias desde a ponta
da lingua estendida da abelha até os locais onde foi mensurada a deposicéo de pdlen no corpo
das abelhas. Para isso, utilizamos um paquimetro digital. Logo apds, as abelhas foram
montadas, colocadas em estufa de esterilizagdo para secagem durante 48 horas em temperatura
de 46°C para posterior identificacdo. Os exemplares foram comparados com material coletado
no Parque Nacional do Catimbau e, depositado na colecao de insetos do Centro de Biociéncias
(CB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

A fim de testar o efeito da morfometria das abelhas sobre a eficiéncia na remocao de
polen, nos retratamos a precisdo de cada parte do corpo em tocar as estruturas reprodutivas.
Para isso calculamos medidas de inacuracia seguindo Armbruster et al. (2009), como indicado
acima. Para esse calculo nés assumimos que a distancia 6tima de cada parte do corpo da
abelha em relacdo a ponta de sua lingua deveria ser igual a distancia entre o nectario e ponto
central entre os dois niveis de anteras de Jacaranda rugosa. Em seguida testamos o efeito
dessa inacuracia sobre a quantidade de grdos de p6len amostrados. Como muitas partes do
corpo das abelhas ndo apresentaram registro de deposicdo de pdlen, testamos o efeito da
inacuracia de cada parte do corpo das abelhas sobre a deposi¢do de pélen com um GLMM
inflado a zero (Reitan e Nielsen, 2016). Este modelo distingue entre um processo binomial
(indicado se a inacurécia afeta a presenca ou auséncia de graos de pélen nas diferentes partes
do corpo das abelhas) e um processo de Poisson (indicado se a inacuracia afeta a quantidade
de grdos depositados nas diferentes partes do corpo das abelhas). Para esta analise, a
quantidade de grdos de polen contabilizada sobre cada parte da abelha foi a varidvel de
resposta e a inacurécia foi a variavel explicativa, as espécies de abelhas e o local do corpo das
abelhas forram inseridos como variavel offset. Essa andlise foi implementada com a fungéo
zeroinfl () no pacote R 'pscl' (Zeileis et al., 2008; Jackman et al. 2020; R Core Team, 2017).

2.6. Eficiéncia do sistema

2.6.1. Papel do estaminddio no fitness masculino
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Com o intuito de testar o papel do estaminddio sobre componentes do sucesso
reprodutivo masculino, realizamos um bioensaio com manipulacdo do fendtipo e
quantificacdo do fitness masculino. Para tanto, 28 individuos de J. rugosa, tiveram um par de
flores ensacadas um dia anterior a antese para manutencdo da carga total de polen. No dia
seguinte, cada individuo teve o estaminddio de uma das flores removido. NOs entdo,
simulamos visitas de polinizadores as flores (com e sem estaminddio), introduzindo um
émbolo de latex de largura analoga (7 mm) ao tamanho da abelha Centris fuscata, um dos
polinizadores efetivos da espécie (Milet-Pinheiro et al., 2009a). Apds a insercdo, o pdlen foi
retirado do émbolo com auxilio de fitas adesivas transparentes. As fitas contendo os gréos de
polen foram levadas ao laboratdrio para quantificacdo dos gréos existentes sob microscopio
Optico, com a utilizacdo de um contador manual. A quantidade de gréos de pdlen depositada

foi comparada entre os tratamentos através de um teste t pareado.

2.6.2. Contagem de pdlen no estigma (Fitness feminino) e efeito do pdlen heteroespecifico na

formacédo de frutos

Com o proposito de saber qual a proporcao de polen interespecifico depositado nos
estigmas de J. rugosa, coletamos estigmas das flores para posterior contagem dos gréos. A
coleta foi realizada ao final de cada tarde, durante 10 dias consecutivos, no més de
junho/2016. Os estigmas foram retirados aleatoriamente de individuos diferentes (1 estigma/l
individuo), sendo coletados (13/estigmas/dia) de flores que estavam expostas aos
polinizadores, com o auxilio de uma pingca manual, totalizando 130 estigmas. Ao serem
retirados das flores, os estigmas eram colocados em um recipiente fechado contendo solucao
de agarose, para preservar as propriedades dos tecidos vegetais (Armisen e Galatas, 2009),
enquanto eram imediatamente transportados até o alojamento do PELD. No alojamento, foram
montadas laminas histologicas sob estereomicroscépio, e para isso, utilizamos o mesmo
procedimento citado anteriormente no item 2.4.3. Em seguida, as laminas foram analisadas
sob microscépio Optico para quantificacdo de podlen, o qual foi classificado em intra e
interespecifico. Posteriormente, foi calculada a propor¢do de estigmas com polen

intraespecifico e interespecifico atraves de um teste 2.

Para sabermos se a deposicdo de polen interespecifico afeta a produgédo de frutos e
sementes, medimos o efeito da deposicdo de pdlen interespecifico na formacao de frutos e
sementes de J. rugosa, através de experimentos de polinizacdo manuais (cruzada, mista e

natural/controle). Para o experimento de polinizagdo cruzada manual, ensacamos 50 botbes
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florais um dia anterior a antese. Ao abrirem no dia seguinte, os estigmas dessas flores
receberam pdlen oriundo de anteras de diferentes individuos de J. rugosa. Para o experimento
de polinizacdo mista manual, foram ensacados outros 50 botbes em pré-antese, e apds a
antese, além do polen de outros individuos de J. rugosa, os estigmas receberam um mix de
polen das espécies da area que foram avistadas sendo visitadas pelas mesmas abelhas:
Ipomoea rosea - Convolvulaceae, Chamaecrista hispidula -Fabaceae, Stigmaphyllom paralias

- Malpighiaceae, Passiflora edulis - Passifloraceae, e Piriqueta sidifolia - Turneraceae.

A carga polinica foi misturada em um recipiente plastico, e depositada no estigma
receptivo de cada flor com o auxilio de uma pinga. Para a polinizacdo natural (controle),
botBes florais (n=100) em pré-antese foram apenas marcados e deixados expostos sem
manipulagdo para posterior verificagdo de formagdo de frutos sob condigfes naturais. O
desenvolvimento dos frutos foi monitorado por trés meses ap6s a polinizacdo experimental.
Em seguida, os frutos foram coletados para contagem do namero de sementes. A formacao de
frutos em cada experimento de polinizacdo foi comparada através do teste y2, enquanto para

formacédo de sementes, a comparacao foi feita através do teste t pareado.

3. - Resultados

3.1. Fenologia

O periodo de floracdo de J. rugosa ocorreu nos meses de julho e agosto de 2015, e
janeiro e junho de 2016 (Fig. 1). A espécie apresenta um display floral com poucas flores que
ocorre durante apenas quatro a cinco semanas. O pico da floracdo (botGes e flores) ocorreu no
més de junho de 2016, enquanto os picos de frutos imaturos e deiscentes ocorreram nos meses
de fevereiro e junho de 2016, respectivamente. Em geral, a populacdo ndo mostrou alta
producdo diaria de flores e frutos.
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Figura 1 - Gréficos circulares sobre a sazonalidade na fenologia de Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) no Parque
Nacional do Catimbau, Brasil, de acordo com cada fenofase: (A) botdes, (B) flores, (C) frutos imaturos e (D)

frutos deiscentes.

A estatistica circular mostrou que, a fenologia de J. rugosa é sazonal para todas as
fenofases (Tabela 1). Botdes e flores apresentaram angulo e més médios em junho, e os frutos
imaturos e deiscentes apresentaram angulo e més médios em janeiro e maio, respectivamente.
A ocorréncia de botdes foi um pouco mais concentrada que a de flores, e a ocorréncia de

frutos imaturos se mostrou mais concentrada que os frutos deiscentes.

Tabela 1. Estatisticas circulares sobre a sazonalidade na fenologia de Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) no
Parque Nacional do Catimbau, Brasil

A

Oharenies R Dimh CMEmEl o e
(N) - médio  circular d‘,’ s Ravleigh g
(a) médio (r) y
Botdes 440 154.51°  Junho 0.71 0.70 0779 0.00
Flores 282 174.84° Junho 0.98 0.38 0617 0.00
Frutos imaturos 247 17.12°  Janerro 0.80 0.34 0.727 0.00
Frutos deiscentes 363 12823° Mao 135 034 0.401 0.00

3.2. Atrativos Florais

3.2.1. Medidas de cor na visdo das abelhas

Nas flores de J. rugosa, é possivel observar em vista frontal o forte contraste de cor
entre pétalas e estaminoddios (Figura 2 - A). As pétalas de J. rugosa refletem ultravioleta e
suas curvas de reflectancia apresentam dois picos, um proximo aos 450 nm e outro pico
proximo aos 700 nm (Figura 2 - B). Ao considerar o modelo de espago de cor das abelhas,
essas pétalas sdo percebidas por esses insetos nas faixas do Azul, Azul-UV e houve um
unico registro dentro do centro acromatico (Figura 2 - C). Os estaminddios refletem muito
menos UV do que as pétalas e apresentam um pico de reflexdo aos 600 nm (Figura 2 - B).
Ao considerar o modelo de espaco de cor das abelhas, esses estaminddios sdo percebidos nas
faixas do verde e houve trés registros dentro do centro acromatico. O contraste acromatico
entre pétalas e folhas foi de 0.63+£0.11, enquanto o contraste cromatico foi de 0.17+0.06. Ja 0
contraste cromatico entre estaminddios e pétalas foi de 0.52+0.23, enquanto o contraste
cromatico foi de 0.21+0.10 (Figura 2 - D). Em ambos os casos, pétalas e estaminddios

contrastam semelhantemente em relacdo aos seus respectivos backgrounds, tanto para o
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contraste acromatico (t=188; gl=14; p=0.08), quanto para o cromatico (t=1.27; gl=14;
p=0.22).

3.2.2. Compostos organicos volateis florais (VOCs)

Foram encontrados 13 compostos volateis em todas as amostras de headspace
analisadas, a partir das flores de J. rugosa, das quais apresentou um Unico composto comum a
corola e ao estaminodio, cinco foram relatados apenas para corola e oito apenas para 0
estaminddio. Os compostos majoritarios responsaveis por maior parte da emissdo de volateis
florais na amostra de J. rugosa foram E-Cariofileno, Benzaldeido, e (E)- Cinemaldeido
(Tabela 2).
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Figura 2 - Coloracéo das flores de Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) em area de Caatinga, PARNA Catimbau
— PE, Brasil. Entrada da flor de J. rugosa em vista frontal; (B) Curvas de reflectancia de pétalas, estaminddios e
folhas de J. rugosa; Modelos do Hexagono da visdo em cores des abelhas mostrando o loci spectral de
estruturas florais considerando (C) as pétalas sobre o background das folhas e (D) os estaminddios sobre o
background das pétalas, centro do hexagono ampliado no canto superior direito de cada hexagono (areas —
intervalo de erros; linhas — reflectancia média; pontos no hexagono — loci espectral; cores: roxo — pétalas;

amarelo — estaminddio; verde — folhas; circulo branco no centro do hexadgono — centro acromatico)
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Tabela 2. Quantidade relativa (média = desvio padrdo) de compostos volateis emitidos pela corola e

estaminddio de Jacaranda rugosa, Compostos estdo listados de acordo com a eluicdo em uma coluna apolar

DB-5.
Corola (N=4) Estaminddio (N=5)
Composto Lit. calc. Mdedia %o DP*% media % DP %
Benzaldeido® 952 262 - - 5647 13,85
(Z}Cinnamaldeido 1217 1120 - - 4,97 3,56
p-Amsaldado® 1247 1256 - - 6,70 6,12
{E-Cinnamaldeido® 1267 1273 - . 26,67 10,07
Eugenol* 1356 1359 - 1,29 1,746
NI 1 1407 5.91 7,13
a-Barbateno 1407 1410 217 2158
E-Canofileno® 1417 420 83,06 T,63 1,59 2.4
a-lonona 1428 1428 = : 0,70 1,03
NL 2 1440 021 0.28
o-Humuleno™ 1452 1454 §.64 197 - =
NI 3 1484 - . 0,61 0,84

3.3. Ajuste

3.3.1. Morfometria das flores

As flores lilases de J. rugosa apresentam pétalas fusionadas formando uma corola
tubulosa com uma curvatura na parte superior formando um angulo obtuso na por¢do mediana
e um estreitamento na altura da cdmara nectarifera, aumentando o seu didmetro até a abertura
floral. Sua corola bilabiada possui cinco lobos, sendo dois superiores e trés inferiores, estes
altimos, sendo usados como plataforma de pouso pelos polinizadores. A flor também possui
um par de estames epipétalos que se encontram aderidos na parte superior da corola, e assim

como o estigma, séo deslocados para a parte superior da corola (Fig. 3 - A).
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Figura - 3. Morfologia floral e acuracia na deposicdo de pélen de Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) no corpo
de abelhas polinizadoras. (A) Corte longitudinal identificando estruturas no interior da corola; (B) Desenho
esquematico da forma como as abelhas realizam visitas florais a J. rugosa indicando os landmarkers utilizados
nas analises de acuracia (ponto branco — cabeca; ponto azul claro — térax; ponto azul escuro — segundo par de
pernas; amarelo escuro — primeiro par de asas; amarelo claro — segundo par de asas; estrela rosa — ponto médio
das anteras. (C-F) Gréficos indicando quantidade de grdos depositados sobre as abelhas em relagdo as
distancias das partes do corpo das abelhas ao ponto médio das anteras (linha rosa — média do ponto médio das
anteras; area rosa claro - desvio padrdo). (G) Detalhe do estaminddio diminuindo o espaco ocupado pela abelha
(seta preta) e as estruturas reprodutivas e experimento com émbolo artificial simulando o (H) efeito da presenca

do estaminddio na eficiéncia na deposicdo de pdlen.

O estaminodio possui comprimento maior que 0s estames, e funciona como um
caminho de acesso aos polinizadores que se deslocam pelos tricomas glandulares presentes no
estaminddio, permitindo que as abelhas tenham acesso ao recurso sem deslizar (Fig. 3 - B).

Além disso, o estaminddio, diferente dos estames férteis e do estilete, é deslocado para a parte
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inferior da corola causando a diminuicdo do espaco dentro do tubo floral. Na entrada da

camara nectarifera, ha uma densa pilosidade diferente da encontrada nos tricomas do

estaminodio (Fig. 3 - A).

Dentre as correlacbes estabelecidas entre as dimensGes das oito medidas, as

correlacdes mais fortes foram encontradas no estigma e nas anteras superiores. No entanto, o

estaminddio apresentou o maior nimero de valores de correlagfes significativas, indicando

que as relagdes do estaminddio sdo maiores que outras relacGes dentro da flor, e que as partes

florais correlacionadas tém alta integracdo com o estaminddio (Tabela 3). A inacurdcia

observada em J. rugosa foi baixa, indicando que suas estruturas reprodutivas tém alto grau de

precisao na deposicédo de pélen (Tabela 4).

Tabela 3 - Morfometria e relacdes entre medidas de estrutura floral de Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) no

Parque Nacional Catimbau, Brasil.

Mean = Pearson correlation
stand ard
deviation WN  WIC WTI N LA UA  SGT
(e}
Width
Nectar chamber (WN) 0372007
Center of the floral tube
5] 7 5.
(WTC) 0ES=026 026
Floral tube mlet (WTI) 221066 027 (520
Distance from the
nectary
Mectar chamber inlet (N)  0.73=026 0.39*  029%%* [ 51**>
Lower anther (LA 210034 0.39%%s (23* 0.30* 0.5+
Upper anther (UA) 241044 0.29* 0.19 0.24* 036" (p.HouEw
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va das estruturas reprodutivas de Jacaranda rugosa (Bignoniaceae)

3.3.2. Comportamento dos polinizadores e Efeito da deposicéo de pdlen sobre seus corpos

Os polinizadores de J. rugosa foram espécies de abelhas das tribos Centridini:
Centris fuscata (n=3 exemplares coletados), Centris sp. (n=3), e Euglossini: Euglossa
carolina (n=3), e Euglossa nanomelanotricha (n=2). Durante a coleta de polinizadores,
observamos que as espécies de Euglossa pairavam por cerca de cinco segundos diante da
abertura floral, utilizavam o labio inferior como plataforma de pouso, e entrava na corola,
onde permaneciam por cerca de 11 segundos. Em seguida, visitavam outras flores no mesmo

individuo.

As Centridini costumavam entrar direto na abertura floral e seguiam em direcdo ao
néctar deslocando-se pelos tricomas glandulares presentes no estaminddio enquanto
contatavam as estruturas reprodutivas com a porcdo dorsal do toérax, permanecendo dentro do
tubo floral por cerca de seis segundos. Apos coletar o néctar, a abelha visitava outras flores do
mesmo individuo e abandonava o local, ou ainda, visitava flores de outras espécies na mesma
rota de forrageamento, tais como Chamaecrista hispidula (Fabaceae), para coleta de polen, e
Stigmaphyllom paralias (Malpighiaceae), para coleta de 6leo.

A anélise das laminas contendo gréos de polen das partes do corpo da abelha indicou

a presenca de pequena quantidade de gréos de polen interespecifico na porcao dorsal do torax,
no segundo par de asas e no segundo par de pernas das abelhas (Centridini e Euglossini), no
entanto, o pdlen intraespecifico estava em maior proporcéo nessas estruturas. As abelhas das
tribos Euglossini e Centridini apresentaram maior quantidade de grdos de pdélen no torax
dorsal (ponto azul-claro) (Fig. 3. C, E, F), com excecdo de Euglossa nanomelanotricha, que

apresentou maior deposi¢édo de graos no primeiro par de asas (ponto amarelo-escuro), seguida
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do tdérax dorsal (ponto azul-claro), respectivamente (Fig. 3 — D). De acordo com o coeficiente
do Modelo inflado em zeros, a inacuracia ndo teve efeito sobre o fator presenca/auséncia de
grdos de podlen nas partes do corpo das abelhas, no entanto, a inacuracia teve efeito na
quantidade de grdos de polen reportada sobre as estruturas, de acordo com o coeficiente do
modelo de contagem de Poisson (Tabela 5). As anélises mostraram que quanto maior a
inacurécia, menor quantidade de gréos de polen encontrada (Figura 3. C- F).

Tabela 5 -Efeito da inacuracia das abelhas sobre a capacidade de remocdo do pélen de Jacaranda rugosa
(Bignoniaceae): resultados do modelo inflado zero que distingue entre a presenca de pdlen nas partes do corpo

(processo binomial) e 0 nimero de grdos de pdlen nas partes do corpo (processo de contagem )

Zero-inflation model codficients Count model coefficients

(binomial with logit link) (poisson with log link)

Estimate se z value P Estimate se z value P

1320 1.271 1038 0.299 -0 848 0.110 -7.678 <0 .0001

Resultado do experimento com os estaminodios:

(est=-1274 6, se=311.6; 1=4 091; likelihood rato test: »°=15.119; Df=1; p<0.001)

3.4. Eficiéncia do sistema

3.4.1. Fitness masculino: Papel do estaminddio

Foi encontrada diferenca significativa na deposicdo de pdlen em flores com
estaminddio em relacdo as flores sem estaminddio (est=-1274.6; se=311.6; t=-4.091;
likelihood ratio test: y2=15.119; Df=1; p<0.001), tendo as primeiras uma deposi¢do até trés

vezes maior (Figura 3 - G).

3.4.2. Contagem de polen no estigma (fitness feminino) — e efeito do pdlen heteroespecifico

na formacao de frutos

Dos 130 estigmas analisados, encontramos a mesma propor¢ao de estigmas contendo
polen intra e interespecifico. Entretanto, a quantidade de estigmas que apresentaram misturas
de gréos de pdlen (intra e interespecifico) foi menor, do que a observada separadamente para
polen intra ou interespecifico. Vale salientar que na maioria dos estigmas, ndo houve

deposicéao de gréos de polen (Tabela 6).

Tabela 6 — Componentes femininos do sucesso reprodutivo nos niveis de deposicao de gréos de p6len e formacéo

de frutos de Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) no Parque Nacional do Catimbau, Brasil.
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O numero de frutos formados no tratamento de polinizacdo natural/controle foi
significativamente menor que o observado nos outros dois tratamentos, sendo tdo baixo, que
ndo comparamos com 0s outros experimentos. A média de sementes formadas foi semelhante
para os experimentos de polinizacdo cruzada manual e mista manual. Observamos um nimero
de aborto de frutos jovens 40 dias apds as polinizacdes naturais (controle) e cruzadas manuais
(Tabela 6).

4. Discussao

O presente trabalho mostra como o estaminddio presente no género Jacaranda
desempenha um importante papel na sinalizacdo floral e mecanismo de ajuste mecanico da
flor aos polinizadores. Nossos resultados apontam que a morfologia floral especializada de J.
rugosa permite um ajuste preciso no contato e remoc¢do de pélen no corpo do polinizador,
devido ao ajuste promovido pelo estaminddio, o qual desempenha multifungdes, fazendo a
integracdo de todas as outras estruturas florais. Os tricomas glandulares presentes no
estaminodio, além de funcionar como uma estrutura mimica de pélen na atracdo de
polinizadores, servem de acesso as estruturas reprodutivas, e emitem substancias volateis que
podem repelir visitantes indesejados, podendo contribuir para a manutencdo da espécie no

ambiente.

Menos é mais! Display floral - Poucas flores e muitos recursos na conquista de polinizadores

Jacaranda rugosa apresentou sazonalidade em todas as suas fenofases reprodutivas,
corroborando com o fato de que floracdo sazonal de espécies melitofilas tem sido associada a
maior abundancia e riqueza de abelhas em ambientes tropicais (Hoiss et al., 2012). O padrao
de floracdo de J. rugosa difere daquele descrito por Gentry (1974a, 1974b) para oS

representantes da familia Bignoniaceae, porém, é similar ao padréo de floracéo reportado para
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J. rugosa por Milet-Pinheiro e Schlindwein (2009a). O fato da espécie produzir poucas flores
durante um curto periodo, indica que sua flor, individualmente, pode estar assumindo o papel
de atracdo dos polinizadores, e nos faz pensar que a planta pode ter investido em algum
atributo floral que desempenhe papel direto com o seu principal agente polinizador (Faegri e
van der Pijl, 1979; Ollerton et al., 2009; Rosas-Guerrero et al., 2014). A planta pode esta
produzindo poucas flores como estratégia para escapar da geitonogamia, considerando que as
abelhas foram avistadas realizando visitas sequenciadas a flores de um mesmo individuo de J.
rugosa, e a alta taxa de geitonogamia ja foi reportada anteriormente para essa espécie (Milet-
Pinheiro e Schlindwein, 2009a). Quando uma planta exibe um display floral com muitas
flores, aumenta as chances dos polinizadores realizarem visitas em sequéncia a flores de um
mesmo individuo, aumentando a probabilidade de ocorrer a autopolinizacdo geitonogamica,
como foi reportado para Mimulus ringens (Scrophulariaceae) (Mitchell et al., 2004). E uma
possivel explicacdo para isso, € baseada numa relacdo de custo-beneficio, na qual, do ponto de
vista das abelhas, o valor médio da recompensa floral pode ser maior em plantas que exibem
mais flores. Por outro lado, do ponto de vista da planta, isso pode ter efeitos importantes sobre
o0 sistema reprodutivo, afetando as taxas de frutificacdo (Mitchell et al., 2004). No caso de J.
rugosa que é uma espécie autoincompativel, a entrega do pdlen em estruturas florais da

mesma planta, ocasionaria efeitos negativos atribuidos ao recurso floral limitado.

Estaminddio de Jacaranda rugosa como mimetismo de pélen

A coloragdo amarela UV-absorvente do estaminddio de J. rugosa simula a cor do
polen (Lunau, 1995, 2007), sendo contrastante com a coloragdo lilas da corola, contribuindo
para a aproximacdo direta das abelhas ao local da recompensa floral (Lunau et al., 2009), e
reduzindo o tempo de busca e localizacdo das flores (Rivest et al., 2017). Dessa forma, a
sinalizacdo visual do estaminddio de J. rugosa favorece o forrageamento das abelhas
polinizadoras, aumentando sua fidelidade floral, e influenciando positivamente na
transferéncia de pdlen, semelhante ao descrito por Ushimaru et al. (2007). A honestidade dos
sinais florais desempenha papel fundamental na atratividade para os polinizadores, visto que,
as abelhas usam sinais florais honestos como indicadores de recompensa ao visitar as flores
(Knauer et al., 2014). Vérios polinizadores mostram respostas comportamentais inatas a cor
amarela do pdlen e ao seu contraste com as cores das pétalas, ambas relacionadas com o uso
do polen como alimento (Papiorek et al., 2016). As abelhas inexperientes, por exemplo, sdo

altamente atraidas por cores contrastante (Burger et al., 2010).
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O estaminodio tem seu préprio cheiro e papel preponderante na sinalizacdo de Jacaranda

rugosa

Os volateis florais majoritarios emitidos pelos tricomas glandulares presentes no
estaminddio e pela corola de J. rugosa estdo relacionados a defesa quimica e atracdo de
polinizadores, respectivamente. Sugerimos que os tricomas glandulares estejam protegendo 0s
tecidos de temperaturas extremas, reduzindo os danos causados pelo calor, como radiagdes
causadas pela luz UV (Huttunen et al., 2010, Mershon et al., 2015), além de produzirem
metabdlitos secundarios que desempenham papeis defensivos e fisioldgicos contribuindo para
a aptiddo da planta (Holeski et al., 2010, 2013; Meira et al., 2014; Huchelmann et al., 2017;
Tissier et al., 2017; Liu et al., 2019; Eguigure et al., 2020). Dentre os VOCs encontrados em J.
rugosa, e suas fungdes nas relagdes ecoldgicas planta-polinizador, o Benzaldeido atua na
atracdo de polinizadores (Zito et al., 2019), enquanto o E-Cinamaldeido e o E-Cariofileno
atuam na defesa da planta, ao repelir visitantes florais ndo desejados (Junker e Blthgen,
2010), com acdo anti-fungica (Domingos-Melo et al., 2020) e anti-bacteriana (Huang et al.,

2012), respectivamente.

As abelhas tém sido atraidas por uma ampla variedade de odores, a partir do
reconhecimento do recurso floral e da percepgdo e aprendizagem de diferentes padrdes de
VOCs (Dobson, 2006; Burger et al., 2010; Milet-Pinheiro et al., 2012), que sinalizam a
presenca de alimento (pdlen e/ou néctar). Além de provocar respostas positivas nas abelhas
(Dotterl e Vereecken, 2010; Gervasi et al., 2017; Knauer e Schiestl, 2017), os VOCs
promovem a constancia floral dos visitantes (Varassin e Amaral-Neto, 2014). Os
polinizadores geralmente associam os VOCS a outras caracteristicas florais (Doétterl e
Vereecken, 2010) associadas ao mecanismo de polinizacdo (Pinheiro et al., 2014; Shimizu et
al., 2014).

Estaminddio como o centro morfolégico da flor promovendo ajuste para a polinizacdo por

Apidae

As flores de J. rugosa sdo caracterizadas pela polinizacdo nototribica, devido a
curvatura na parte superior da corola que permite a transferéncia de polen no dorso do
polinizador. A baixa inacuracia observada nas estruturas reprodutivas de J. rugosa mostrou
um alto grau de precisdo no local onde o pélen é depositado. Suas flores bilabiadas escondem
as anteras sob o labio superior, longe da fonte do néctar, enquanto deposita o0 polen na linha
dorsal das abelhas, limitando assim, a perda de pélen por meio da limpeza (Clalien-Bockhoff,


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2020.00030/full#B6
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2020.00030/full#B6
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2020.00030/full#B6
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2007). Além disso, J. rugosa apresenta filetes fusionados na base com o tubo da corola, e suas
pétalas fusionadas formam um tubo floral e um estreitamento na altura da cdmara nectarifera,
que resulta em um mecanismo preciso de deposicdo de polen sobre o corpo dos polinizadores.
Considerando que a integracdo de partes florais que funcionam juntas € uma maneira de
otimizar a polinizacdo (Armbruster et al., 2004), a fuséo das pecas, bem como, a integragédo
estrutural das flores, contribuem para a acurécia floral de J. rugosa (Armbruster et al., 2009).
O maior numero de pélen encontrado na porcao dorsal do térax das abelhas indica que as
anteras demonstraram ser consideravelmente precisas no contato com os polinizadores, ja 0
polen interespecifico encontrado em regides do corpo das abelhas que fazem contato com o
estigma, demonstra uma possivel infidelidade dessas abelhas as flores de J. rugosa. Embora a
flor de J. rugosa apresente especializacdo fenotipica, os polinizadores ndo demonstram
fidelidade floral, visitando outras espécies no entorno. Os tricomas glandulares do
estaminddio, que estdo presentes em todas as espécies do género Jacaranda (Gentry e
Morawetz, 1992; Guimardées et al., 2008; Lohmann et al., 2018), séo considerados a primeira
linha de defesa contra estresses bidticos e abioticos, por desempenharem papéis ecoldgicos
importantes como atracdo de polinizadores e protecdo contra herbivoros e patdgenos (Liu et
al., 2019). A presenca de pilosidades na entrada da camara nectarifera funciona como uma
barreira que impede que abelhas de lingua curta tenham acesso ao recurso (Milet-Pinheiro e
Schlindwein, 2009a).

A acurécia semelhante exibida pelas flores de J. rugosa entre o local de deposi¢éo e
remocdo de pdlen pelas abelhas indica que ha um ajuste mecanico reciproco. Embora a
inacuracia nao tenha apresentado efeito sobre a presenca de grdos de pdlen no corpo da
abelha, a quantidade de polen foi afetada pela inacuracia, indicando que quanto menor a
inacuracia, maior quantidade de gréos de pdlen encontrada. A correspondéncia mecanica entre
o corpo do polinizador e da flor € fundamental para uma polinizacdo bem-sucedida
(Armbruster et al., 2014; Domingos-Melo et al., 2020), como geralmente ocorre nas flores
com especializagdo fenotipica, que mostram maior preciséo e eficacia da transferéncia de
polen (Alves-dos-Santos et al., 2016). A posicdo das estruturas reprodutivas € a principal
caracteristica floral que determina a transferéncia de podlen interespecifico, podendo
influenciar nas cargas de polen sobre os visitantes florais (Fang e Huang, 2013). O
comportamento observado em algumas abelhas do género Euglossa, de pairar diante da
abertura floral antes de entrar na corola, indica que a abelha pode estar avaliando a

disponibilidade do recurso floral, ja que as plantas hospedeiras sdo reconhecidas por algumas
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espécies de abelhas (Burger et al., 2010). No entanto, ao realizar visitas seguidas a outras
flores de um mesmo individuo, essas abelhas podem estar contribuindo para a geitonogamia.
A especializacdo floral associada ao comportamento dos polinizadores se torna uma
contribuicdo importante para o sucesso reprodutivo da maioria das espécies de Bignoniaceae
que dependem da poliniza¢do cruzada (Gentry, 1974), considerando que flores especialistas
aumentam a acuracia na transferéncia de gréos de polen e diminuem a acdo de antagonistas
(Rech et al., 2014).

Portanto, para acessar 0 recurso na corola tubular de J. rugosa, sdo necessarias
caracteristicas morfologicas (dimensdes do corpo/lingua), e comportamento intrafloral
adequado (Pinheiro et al., 2014; Shimizu et al., 2014), considerando que nem todos 0s
visitantes florais sdo polinizadores importantes e eficazes (Stebbins 1970; Ne'eman et al.
2010). Os polinizadores de J. rugosa sdo abelhas de médio e grande porte e de lingua longa,
uma vez que, abelhas de pequeno porte e com linguas menores que 11 mm ndo conseguiria
tocar as estruturas reprodutivas com a por¢ao dorsal do térax, nem acessar o néctar produzido
na camara nectarifera (Milet-Pinheiro e Schlindwein, 2009a). Além desses atributos
morfoldgicos, a morfologia floral se ajusta no corpo da abelha, e esta realiza a coleta
incidental de polen enquanto se desloca (Bohart e Nye, 1960; Portman et al., 2019) pelos
tricomas glandulares presentes no estaminddio. Em alguns sistemas de polinizacdo, o
comprimento da pe¢a bucal e a dimensdo corpérea do polinizador tém sido associados a
eficacia da polinizacdo (More et al., 2012; Miller et al., 2014; Palacios et al., 2019).

E interessante registrar que J. rugosa apresenta um traco floral que promove um
ajuste preciso entre a flor e o polinizador, reduzindo a inacuracia causada pelo movimento dos
polinizadores na doagdo e remocao de pdlen. O estaminddio de J. rugosa esta posicionado em
local oposto ao dos estames férteis, como uma estratégia de protecdo contra a desidratacdo dos
graos de polen, tornando-0s menos expostos ao sol, vento, e ar frio (Pacini et al., 2006). Além
de causar a redugdo do espago no interior da corola, estd funcionalmente associado as
estruturas florais essenciais para a polinizagdo, como as anteras e o estigma. A importancia do
estaminddio para a polinizacdo de J. rugosa pode ser observada ao analisarmos o efeito da
remocdo dessa estrutura através da manipulacdo do fenotipo masculino. Esse resultado é
semelhante ao reportado por Milet-Pinheiro e Schlindwein (2009), ao medirem o efeito da
remocdo do estaminddio na polinizacdo de J. rugosa, e constatar que sua auséncia € percebida
pelas abelhas. Nossos resultados corroboram com os reportados por Guimaraes et al. (2008),

nos quais, observaram que os estigmas de Jacaranda oxyphylla tiveram menor deposicédo de
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polen apo6s a remocdo do estaminddio. No presente estudo, destacamos que o estaminodio é
uma estrutura tdo essencial para a planta, quanto para a abelha, e na auséncia dessa estrutura, é
improvavel que ocorra a polinizacdo, visto que serve de acesso para 0 polinizador obter o

recurso, enquanto a porcao dorsal do torax faz contato com as estruturas reprodutivas da flor.

O estaminodio de J. rugosa, funciona, portanto, como o centro morfolégico da flor,
fazendo a integracédo de todas as partes florais, exercendo uma funcdo de ajuste, na qual, as
flores s&o polinizadas com a abelha em trénsito na busca pelo recurso. Em geral, a morfologia
dos estaminddios em algumas familias de angiospermas mostra muita variagdo, podendo
envolver diferentes fungbes na polinizacdo (Zhang et al., 2020), que podem ser resumidas em:
funcéo nutricional (produzindo suprimento de alimentos), funcdo de atracdo (exibindo cores
ou odores), e funcdo estrutural (desencadeando mecanismos de dispersdo de polen,
apresentadores secundarios de pdélen, obstaculos para autopolinizacdo) (Decraene e Smets,
2001). Algumas dessas funcdes ja foram atribuidas aos estaminddios presentes nas espécies do
género Jacaranda (Bittencourt Jr e Semir, 2006; Yanagizawa e Maimoni-Rodella, 2007),
porém, a funcdo de ajuste e mimetismo de pdlen, estdo sendo reportadas aqui pela primeira

Vez no género.

Alta eficiéncia de polinizadores gera limitacdo na funcdo feminina de Jacaranca rugosa

Ao medir o efeito de polen interespecifico que chega aos estigmas de J. rugosa,
observamos que embora haja uma pequena deposicdo de pdlen interespecifico nos estigmas,
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, indicando que o sistema reprodutivo
de J. rugosa ndo foi afetado, ja que ndo houve diferenca significativa entre o nimero de frutos
formados nos experimentos de polinizagdes manuais cruzada e mista. Além disso, a baixa
formacdo de frutos observada no experimento de polinizacdo natural/controle é confirmada

pela auséncia de polen na maioria (60%) dos estigmas coletados.

Milet-Pinheiro e Schlindwein (2009a) reportaram que a baixa frutificacdo natural em
J. rugosa pode ser decorrente de sua autoincompatibilidade, fechamento estigmatico
definitivo apds deposicdo de polen coespecifico, e alta taxa de geitonogamia. Alem disso, a
baixa formacdo de frutos é observada na maioria das espécies de Jacaranda (Vieira et al.,
992; Guimardes et al., 2008; Maués et al., 2008; Milet-Pinheiro e Schlindwein, 2008;
Bittencourt Jr, 2019) e de outras Bignoniaceae (Bittencourt e Semir, 2004; 2005; Gandolphi e
Bittencourt, 2010; Alves et al., 2013, Bittencourt et al., 2003, 2011; Sampaio et al., 2016).
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O aborto de frutos ainda pequenos na familia Bignoniaceae é atribuido a caréncia
nutricional (Gentry, 1974a), fato é entendido como uma resposta adaptativa aos recursos
disponiveis a planta (Bawa, 1984), sendo o conjunto de sementes limitado pela predacéo ou
danos causados pelo clima. Além disso, a fertilizacdo insuficiente pode afetar os 6vulos do
individuo, flores ou inflorescéncias de uma planta (em uma Unica esta¢do ou durante toda a
vida), e inclusive populagdes (Burd, 1994). Alguns fatores podem ainda, estar contribuindo
para a baixa frutificacdo de J. rugosa, como 0 aumento de temperatura de ecossistemas
quentes e secos como a Caatinga, que podem comprometer a atracdo dos polinizadores
(Caruso, 2006; Teixido e Valadares, 2014).

Conclusao

Em resumo, demonstramos que o estaminddio de J. rugosa é uma estrutura
multifuncional com 1) funcdo de ajuste, por estabelecer conexdo com todas as partes florais,
reduzindo o espago no interior da corola, promovendo precisdao na remocao e deposicdo de
polen do corpo do polinizador. 2) apresenta mimetismo de polen atraves da coloracdo amarelo
UV-absorvente dos tricomas glandulares que, e a partir do contraste com a corola, sinalizam a
presenca de recurso, atuando como atrativo aos polinizadores e 3) produz compostos volateis,
que além de atrair polinizadores, também atua na defesa da planta.

As abelhas polinizadoras ndo demonstraram fidelidade floral, ja que ndo restringiram
suas visitas apenas as flores de J. rugosa. No entanto, a especializacdo fenotipica das flores de
J. rugosa mostrou eficiéncia na deposicdo e remocao de polen, e o sucesso reprodutivo da
espécie ndo foi afetado. Em virtude de ser autoincompativel, J. rugosa € inteiramente
dependente da polinizacdo cruzada. Em vez de investir em um display floral com muitas flores
para atrair polinizadores, a planta explora outros recursos, florescendo sincronicamente com o
periodo de atividade das abelhas, e desenvolveu adaptacbes morfofisiolégicas de

especializacdo a um grupo especifico de polinizadores.
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