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ABSTRACT

The pollination ecology of Tabebuia impetiginosa and Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) was
studied in the National Park of Catimbau, emphasizing the activity of nectar robbers on their
reproductive success. The mechanism of stigma closure was also investigated in these and in
other three species of this family, Anemopaegma laeve, Arrabidaea limae and Jacaranda
irwinii. T. impetiginosa and J. rugosa are self-incompatible species and depends on medium-
to large-sized bees, mainly from the tribes Centridini and Euglossini, to be pollinated.
Trigona spinipes and species of Xylocopa were the principal nectar robbers, attacking 70% of
the flowers. The effect of nectar robbers on the reproductive success of the plants was
assessed in experiments where nectar amount was controlled and in experiments where
flowers were protected against nectar robbers. Experimental nectar removal, simulating the
activity of nectar robbers, resulted in brief flower visits, while addition of artificial nectar
doubled the time of a flower visit. The reduction of nectar availability to visitors should,
consequently, increase the number of flower visits and flights performed among conspecific
individuals, leading to higher rate of cross-pollination. Flowers protected against nectar
robbers set more fruits than unprotected flowers, mainly because of the activity of Trigona
spinipes. The natural low fruit set observed in the studied population was a result of the
destructive behavior of 7. spinipes and of the high rate of geitonogamy, associated to the
definitive stigma closure after deposition of self or cross conspecific pollen grains. Definitive
stigma closure was related to deposition of conspecific viable pollen grains in four of the five
species studied.

Key-words: Bees, Catimbau National Park, Centridini, Euglossini, Nectar robbers,

Pollination, Stigma closure.
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RESUMO

No Parque Nacional do Catimbau foi realizado um estudo sobre a ecologia da polinizagdo de
Tabebuia impetiginosa e Jacaranda rugosa (Bignoniaceae), destacando a agao dos pilhadores
no seu sucesso reprodutivo. O mecanismo de fechamento estigmatico também foi investigado
nessas duas espécies € em mais outras trés da mesma familia, Anemopaegma laeve,
Arrabidaea limae e Jacaranda irwinii. T. impetiginosa e J. rugosa sao auto-incompativeis e
dependem de abelhas de médio a grande porte, principalmente das tribos Centridini e
Euglossini, para sua polinizagdo. Trigona spinipes ¢ espécies de Xylocopa foram os principais
pilhadores de néctar, atingindo mais que 70% das flores. O efeito dos pilhadores de néctar no
sucesso reprodutivo foi avaliado a partir do experimento de deplecdo e adi¢do de néctar e da
protecdo das flores contra pilhadores. A retirada experimental de néctar, simulando a acdo de
pilhadores, resultou em visitas florais curtas, enquanto a adi¢ao de néctar artificial duplicou o
tempo de permanéncia dos polinizadores na flor. Assim, a redug¢do da disponibilidade de
néctar leva a um aumento de visitas florais e de voos entre individuos pelos polinizadores,
promovendo um acréscimo da polinizagdo cruzada. Flores protegidas contra pilhadores
formaram mais frutos do que flores desprotegidas e isso se deve, principalmente, & acdo de
Trigona spinipes. A baixa taxa de frutificacdo natural nas populagdes estudadas foi resultado
das visitas destrutivas de 7. spinipes e de uma alta taxa de geitonogamia, associada ao
fechamento irreversivel dos estigmas sensitivos apos deposi¢do de polen co-especifico. O
fechamento estigmatico definitivo em quatro das cinco espécies estudadas foi relacionado a
deposicao de polen viavel co-especifico.

Palavras-chave: Abelhas, Centridini, Euglossini, Fechamento estigmatico, Parque Nacional

do Catimbau, Pilhadores, Polinizacao.
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Polinizacao de Tabebuia impetiginosa e Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) e o
efeito de pilhadores no seu sucesso reprodutivo no Parque Nacional do

Catimbau.

APRESENTACAO

O presente estudo ¢ resultado de dois anos de trabalho de campo realizado no Parque
Nacional do Catimbau, Pernambuco, onde foram investigados aspectos especificos da
ecologia da polinizagdo de algumas espécies de Bignoniaceae, destacando a agdo de
pilhadores e 0 movimento estigmatico.

A dissertacao esta dividida em uma revisdo de literatura, que abrange o atual
conhecimento cientifico sobre os aspectos abordados, e em trés capitulos em forma de artigos
a serem enviados a periddicos cientificos internacionais. A formatacdo de cada capitulo foi
padronizada de acordo com as normas das revistas as quais os artigos serdo submetidos.

O primeiro capitulo, “Pilhadores de néctar em Jacaranda rugosa (Bignoniaceae)
aumentam o numero de visitas florais dos polinizadores efetivos, abelhas Euglossini
(Apidae)”, teve por objetivo descrever a ecologia da polinizacdo de Jacaranda rugosa,
determinando o efeito dos pilhadores no seu sucesso reprodutivo. O manuscrito serd
submetido a revista Plant Systematics and Evolution.

O segundo capitulo, “Ecologia da polinizacdo e acdo de pilhadores em Tabebuia
impetiginosa (Bignoniaceae) no Parque Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco”,
descreve o mecanismo de polinizacdo em Tabebuia impetiginosa, enfatizando a fun¢do de
seus guias de néctar. O manuscrito do segundo capitulo serd submetido a revista Annals of
Botany.

O terceiro capitulo, “Conseqiiéncias do fechamento estigmatico definitivo em cinco
espécies de Bignoniaceae”, procura entender o que determina o fechamento definitivo dos
estigmas em cinco espécies de Bignoniaceae e quais os efeitos desse mecanismo para o

sucesso reprodutivo das espécies. Esse tltimo manuscrito sera submetido a revista Flora.



REVISAO DE LITERATURA
Bignoniaceae — diversidade, sistematica e distribuicao.

As Bignoniaceae abrangem cerca de 110 géneros e 800 espécies (Sandwith e Hunt,
1974; Gentry, 1980), sendo a segunda mais diversa familia entre as plantas lenhosas atras das
leguminosas (Gentry, 1990). Cinco de suas oito tribos (Bignonieae, Crescentieae,
Eccremocarpeae, Schlegelicae e Tourretticae) sdao exclusivamente neotropicais € abrangem
aproximadamente 600 espécies. A tribo Tecomeae, predominante nas Américas, possui
representantes no novo e velho mundo (Gentry, 1980). Os géneros Tabebuia Gomes ex A.
DC. e Jacaranda Jussieu, ambos neotropicais, estdo situados dentro dessa tribo tendo,
respectivamente, cerca de 100 e 50 espécies (Sandwith e Hunt, 1974; Morawetz, 1982;
Gentry, 1992). Tabebuia estd distribuido do Norte do México e Antilhas ao Norte da
Argentina, sendo Hispaniola e Colombia as regides de maior diversidade de espécies.
Jacaranda, por sua vez, abrange regides da Guatemala e Antilhas ao Norte da Argentina
(Morawetz, 1982; Gentry, 1992).

Tabebuia impetiginosa (Mart. ex. DC.) Standl. é uma espécie de ampla distribuicao
geografica, comum em florestas secas estacionais deciduas ou semideciduas, ocorrendo desde
o Noroeste mexicano ao Noroeste argentino (Gentry, 1992). No Brasil essa espécie ocorre
desde a regido Amazonica, alcangando o sul de Sao Paulo e Norte do Parana (Sandwith e
Hunt, 1974; Gentry, 1992). No Nordeste brasileiro essa arvore ou arvoreta ¢ um componente
freqiiente, vegetando inclusive em regides de Caatinga (Gentry, 1992; Silva et al., 2003;
Machado e Lopes, 2003). Diferentemente de 7. impetiginosa com sua ampla distribuicao,
Jacaranda rugosa Gentry, s6 foi encontrada numa area de Caatinga em Buique, interior de
Pernambuco, Brasil, sendo endémica dessa regido (Gentry, 1992).

Bignoniaceae — ecologia da polinizaciao

As flores das angiospermas, inclusive as de Bignoniaceae, possuem grandes variagdes
de tamanho, forma, cor e cheiro (Gentry, 1980; Gentry, 1990; Dafni, 1992), que em conjunto
constituem sindromes para atragdes de visitantes florais, conhecidas como sindromes florais
(Miiller, 1873; Vogel, 1954). A ecologia da polinizagao trata-se justamente da interagdo entre
as plantas e seus respectivos polinizadores (Faegri e Van der Pijl, 1971; Dafni, 1992; Kearns
e Inouye, 1993; Endress, 1994).

A familia Bignoniaceae ¢ dependente de vetores animais para garantir 0 sucesso
reprodutivo, especialmente porque a maioria das espécies ¢ auto-incompativel (Bawa, 1974;

Gentry, 1978, 1990; Stevens, 1994) e possue estratégias de polinizacdo diversificadas



(Gentry, 1980, 1990). As Bignoniaceae possuem diferentes padrdes de floracdo definidos por
Gentry (1974a) como espécies de floragcdo big-bang, multiple-bang e steady-state. Além do
mais, suas flores sdo caracterizadas por possuirem morfologias florais distintas, associadas a
polinizagdo por abelhas, mariposas, morcegos e beija-flores (Borrero, 1972; Barrows, 1977,
Stephenson e Thomas, 1977; Gentry, 1980, 1990; Bertin, 1982; Frankie et al., 1983;
Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger, 1988; Lopes et al., 2002; Bittencourt e Semir, 2004;
Machado e Vogel, 2004). Apesar dessa grande gama de polinizadores, as abelhas de médio e
grande porte sdo os agentes mais importantes pela polinizagdo da maioria das Bignoniaceae
(Gentry 1974a, 1990).

A familia Bignoniaceae ¢ bem conhecida na América Tropical. Gentry foi um dos
maiores pesquisadores desse grupo, estudando sistematica, padroes de fenologia, diversidade,
distribuicdo, especificidade ecoldgica e evolu¢ao de bignonidceas em diversos trabalhos (ver
Gentry 1974a, 1974b, 1976, 1978, 1980, 1990, 1992).

Trabalhos sobre a ecologia de Bignoniaceae sdo abundantes a partir da década de 70.
No entanto, a maioria desses trabalhos provém de estudos realizados em paises da América
Central, principalmente Costa Rica e Panama.

Borrero (1972) analisou a utilizacao de flores de Tabebuia chrysantha por diversas
espécies de aves e insetos. Nesse trabalho, o autor ja indicou a presenga de polinizadores
efetivos e de pilhadores de néctar e verificou que a maioria das flores caidas no solo
apresentava sinais de pilhagem. Por fim, ele sugeriu que, possivelmente, o roubo de néctar
teria um efeito negativo para a reprodugdo, visto que este evento nao promove a fecundagao
das flores e conseqilientemente a formagao de frutos.

Gentry (1974a), estudando o padrao de fenologia floral de varias espécies de
Bignoniaceae da América Central, encontrou cinco padrdoes dos quais quatro foram
relacionados, pelo menos em parte, a polinizagdo por abelhas. Nesse trabalho o autor sugere
ainda que a competi¢@o por polinizadores causaria uma pressao seletiva para a diversidade de
padrdes fenologicos dentro da familia.

Posteriormente, Gentry (1976) analisou a distribuicdo e a especificidade ecologica
entre espécies de Bignoniaceae e seus respectivos polinizadores. Nesse estudo ele hipotetisou
que a diversidade de espécies de Bignoniaceae em uma determinada area €, em grande parte,

determinada pela disponibilidade de nichos de polinizadores.



Barrows (1977) estudou a biologia reprodutiva e os insetos visitantes de Pachyptera
hymenaea, uma espécie de liana, observando mais uma vez o padrdo de polinizadores efetivos
e pilhadores de néctar e pdlen.

Gentry (1978) sugeriu que passaros insetivoros teriam um efeito positivo indireto para
plantas com floragdo em massa, visto que os polinizadores seriam for¢cados a voar maiores
distancias e procurar outras arvores para evitar os predadores e, conseqiientemente,
promoveriam um aumento do fluxo de pélen entre individuos vegetais diferentes. Em 1980 e
1992 esse mesmo autor publicou a primeira e segunda parte de um tratamento monografico,
abordando aspectos ecologicos, evolutivos e sistematicos da familia Bignoniaceae.

Bertin (1982) estudou a ecologia da polinizagdo de Campsis radicans, verificando que
aquela espécie era polinizada por abelhas e beija-flores, mas que a deposi¢ao de pdlen no
estigma e producdo de frutos era maior quando as flores tinham sido visitadas pelos beija-
flores.

No Brasil, Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger (1988), estudando a polinizagdo de
plantas do Cerrado, indicaram que a maioria dos representantes de Bignoniaceae dessa regiao
dependia de abelhas para a polinizagdo e que a agdo de pilhadores devia gerar um acréscimo
no numero de flores visitadas pelos polinizadores, promovendo uma maior fluxo de polen.

Gobbato-Rodrigues e Stort (1992) estudaram a biologia floral e reproducdo em
Pyrostegia venusta (Kergrawl) Miers, enquanto Dutra e Machado 2001 investigaram os
visitantes florais de Stenolobium stans (Juss.) Seem. Lopes et al. (2002) analisaram tricomas
que secretam néctar em substituicdo ao disco funcional ausente no género Lundia A. DC.
Nesse estudo, realizado na Reserva Ecologica de Tapacurd, foi verificado que os
polinizadores da espécie em questdo eram beija-flores. Machado e Vogel (2004) estudaram,
no Morro do Pai Inicio, Bahia, a polinizagdo por morcegos na espécie liana Adenocalymna
dichilum. Bittencourt ¢ Semir (2004) verificaram que Zeyheria montana era polinizada por
beija-flores e que possuia um sistema de auto-incompatibilidade tardia, fenomeno comum em
espécies de Bignoniaceae (Gibbs e Bianchi, 1999; Bianchi et al., 2005)

Estudos da biologia floral e reprodutiva do género Jacaranda e Tabebuia no Brasil
sdo escassos. Laroca e Almeida (1985) estudaram no Parana a adaptagao dos palpos labiais de
Niltonia virgilii (Hymenoptera, Colletidae) para coleta de néctar em Jacaranda puberula.
Essa abelha, apesar de fazer parte de uma familia com glossa curta, apresenta palpos labiais
compridos que permitem a coleta de néctar em Jacaranda puberula, uma planta com flores de

tubo longo (Laroca e Almeida, 1985; Laroca et al., 1989). O autor afirma ainda que na



auséncia de pilhadores como 7rigona spinipes ocorre um acréscimo na freqiiéncia de visitas
de Niltonia virgilii a planta J. puberula. Posteriormente, essa espécie de abelha foi encontrada
em flores de Tabebuia (Schlindwein, 2004; Souza et al., 2004).

Vieira et al. (1992) estudaram, no Cerrado de Sdo Paulo, a polinizagdo e reprodugdo
de Jacaranda caroba (Vell.) DC., determinando polinizadores efetivos, pilhadores de néctar,
funcao do estaminoddio e auto-incompatibilidade tardia nessa espécie. Stevens (1994) realizou
um estudo comparativo de 18 espécies de Bignoniaceae do Cerrado, sendo seis espécies
pertencentes a Tabebuia e quatro a Jacaranda. Nesse trabalho ele determinou os padrdes de
floragdo, sistemas reprodutivos e visitantes florais. Além disso, quantificou as flores e o
néctar produzido e mediu a retirada de néctar pelos visitantes florais.

Barros (2001) estudou a ecologia da polinizagdo em Tabebuia aurea (Manso) Benth. e
Hook. e T. ochracea (Cham.) Standl. Essa autora sugeriu que o roubo de néctar por 7Trigona
spinipes talvez tivesse um efeito positivo na producdao de frutos porque os polinizadores
potenciais seriam for¢ados a visitar mais flores para coletar a mesma quantidade de néctar e
1Ss0 aumentaria a polinizagado cruzada.

Souza et al. (2004) investigaram a ecologia da polinizagdo de Tabebuia pulcherrima
Sandwith em uma érea de restinga no sul de Santa Catarina e evidenciaram a dependéncia
dessa espécie pelas abelhas para sua reprodugdo, bem como a sua importdncia como
fornecedora de recursos florais para a entomofauna da regiao.

As flores, para atrair seus polinizadores, fornecem varios recursos como néctar, polen,
perfumes, oleos e resina (Dressler, 1982; Dafni, 1992; Kearns e Inouye, 1993; Endress, 1994).
Como recompensa, o principal recurso fornecido pelas flores de bignonidceas ¢ o néctar
(Gentry, 1980; Morawetz, 1982; Stevens, 1994).

No entanto, nem todos os visitantes florais sdo polinizadores. Existem varios visitantes
ilegitimos que roubam néctar e/ou polen da flor sem poliniza-la. Esses sdo conhecidos como
pilhadores de néctar e/ou polen (Faegri ¢ Van der Pijl, 1979; Inouye, 1980). Trabalhos com
diferentes espécies de Bignoniaceae tém evidenciado abelhas, formigas, vespas, entre outros
como pilhadores de néctar (ver Borrero, 1972; Gentry, 1974a, 1980; Frankie et al., 1983;
Laroca e Almeida, 1985; Barros, 2001; Maués et al., 2004; Souza et al., 2004). Borboletas e
outros visitantes florais podem atuar como pilhadores secundarios, aproveitando aberturas no
calice feitas por, por exemplo, espécies do género Xylocopa para roubo do néctar (Inouye,

1980; Barros, 2001; Maug¢s et al., 2004).



A pilhagem ¢ um evento comum nas flores de Bignoniaceae (Borrero, 1972; Barrows,
1977; Stephenson e Thomas, 1977; Barros, 2001; Maués et al., 2004). Nessa familia a fusao
dos estames a corola forma uma camara nectarifera que impede que visitantes florais de pegas
bucais curtas alcancem o disco nectarifero e conseqiientemente coletem o néctar. Assim, eles
perfuram o tubo floral na base da corola para ter acesso ao disco nectarifero, realizando
visitas ilegitimas, durante as quais ndo entram em contato com as partes reprodutivas da flor
(Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger, 1988; Barros, 2001; Maués et al., 2004; Souza et al.,
2004).

Diversos trabalhos apontam espécies de Xylocopa e Trigona como pilhadores de
néctar e/ou pélen (ver Borrero, 1972; Gentry, 1974a, 1980; Frankie et al., 1983; Laroca e
Almeida, 1985; Barros, 2001; Maués et al., 2004). No entanto, estudos que comprovem
experimentalmente o efeito dos pilhadores no sucesso reprodutivo das plantas ou no
comportamento dos polinizadores efetivos sdo contraditorios. Na verdade, a literatura indica
que dependendo da espécie de pilhador o efeito no sucesso reprodutivo da planta pode ser
positivo (Higashi, et al. 1988; Navarro, 2000; Richardson, 2004a), neutro (Zimmerman e
Cook, 1985; Arizmendi et al., 1996) ou negativo (Roubik, 1982; Traveset ef al., 1998; Irwin e
Brody, 1999).

E comum na familia que as flores apresentem guias de néctar, que orientam as abelhas
durante a visita da flor, e as vezes esses guias ou a flor inteira mudam sua coloragdo durante a
antese (Weiss, 1991, 1995). A mudanga de cor pode estar relacionada a fatores fisiologicos
naturais, e.g. senescéncia, mas também pode ser relacionada a algum mecanismo de
comunicagdo planta-polinizador (Gori, 1983; Weiss, 1991, 1995; Doorn, 1997; Weiss e
Lamont 1997). As flores de T. impetiginosa ¢ seus guias de néctar apresentam esse padrao de
mudanga de coloragdo, mas ndo ¢ conhecido se esse tem uma fungdo ecologica.

Alguns grupos de angiospermas apresentam estaminddios desenvolvidos que
apresentam fungdes distintas na polinizagdo como Loasaceae (Schlindwein e Wittmann,
1997) ou Ranunculaceae (Faegri e Van der Pijl, 1971; Proctor et al., 1996). O género
Jacaranda, por exemplo, possue caracteristicamente um estaminddio com pélos glandulares
maior do que os estames férteis (Gentry, 1980).

Segundo Vieira et al. 1992 o estaminddio desempenharia fungdo tripla na polinizagao
de Jacaranda caroba, orientagao visual, guia olfativo e auxilio no contato do polinizador com
as partes reprodutivas da flor. Maués et al. (2004) sugerem que, em Jacaranda copaia, o

estaminddio “seleciona” os visitantes legitimos, pois reduz o espaco da corola e



conseqiientemente dificulta o acesso de abelhas maiores. Essas duas hipdteses, no entanto,
ndo foram devidamente esclarecidas e a exata funcdo ecologica do estaminddio precisa ser
mais bem testada.

Bignoniaceae — sensitividade estigmatica

Diversos estudos na literatura tém mostrado que uma caracteristica peculiar das
Bignoniaceae ¢ a presenca de um estigma bilobado sensitivo que fecha poucos segundos apos
um estimulo mecanico (Newcombe, 1922, 1924; Stephenson e Thomas, 1977; Bertin, 1982;
Stevens, 1994; Richardson, 2004b; Shu-xiang et al., 2004). De fato, esse fendmeno esta
relacionado exclusivamente a mais outras trés familias da ordem Scrophulariales:
Lentibulariaceae, Martyniaceae e Scrophulariaceae (Newcombe, 1922, 1924).

O significado evolutivo e funcional desse mecanismo estigmatico vem despertando o
interesse de cientistas desde o século XIX (Darwin, 1876; Newcombe, 1922, 1924;
Stephenson e Thomas, 1977; Bertin, 1982; Fetscher e Kohn, 1999; Fetscher, 2001;
Richardson, 2004b; Shu-Xiang et al., 2004). Vérias hipoteses foram sugeridas para explicar o
significado do fechamento do estigma: prevenir a autopolinizacdo (Newcombe, 1922, 1924;
Ritland e Ritland, 1989; Fetscher ¢ Kohn, 1999); facilitar a poliniza¢do cruzada (Fetscher e
Kohn, 1999; Li et al., 2001); aumentar a captura e retengao de graos de pdlen (Thieret, 1976);
reduzir a interferéncia entre recepcdo e exportacao de polen dentro da flor (Webb e Lloyd,
1986; Fetscher, 2001; Fetscher er al., 2002); aumentar a exportagdo de graos de polen
(Fetscher, 2001; Fetscher et al., 2002) e por fim, fornecer condigdes mais favordveis para a
germinagdo dos graos (Newcombe, 1922, 1924). Todas as hipdteses propostas, porém, nao
sdo excludentes entre si, e o fechamento pode, dependendo da espécie, ter fungdes e/ou
respostas diferentes (Newcombe, 1922, 1924).

Apb6s um primeiro fechamento o estigma pode permanecer nesse estado ou abrir
novamente. Segundo alguns autores, esse fechamento definitivo pode ocorrer apds a
polinizagdo cruzada (James e Knox, 1993; Singh e Chauan, 1996; Richardson, 20045; Shu-
Xiang et al., 2004), mas ainda assim, dependendo da carga polinica depositada, ele pode
tornar a abrir (Richardson, 2004b; Shu-Xiang et al., 2004). Estudos experimentais adicionais
sd0 necessarios para verificar os exatos fatores que determinam o fechamento estigmatico
definitivo em espécies de Bignoniaceae e as conseqiiéncias desse mecanismo para o sucesso

reprodutivo das plantas.
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Pilhadores de néctar em Jacaranda rugosa (Bignoniaceae) aumentam o nimero de

visitas florais dos polinizadores efetivos, abelhas Euglossini (Apidae)

Milet-Pinheiro e Schlindwein - Efeito de pilhadores no sucesso reprodutivo de J. rugosa.
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Resumo

Pilhadores de néctar retiram recursos florais sem efetuar poliniza¢do. Seu efeito na taxa de
frutificacdo pode ser positivo se a retirada de néctar causar um aumento das visitas legitimas
dos polinizadores efetivos. Estudamos a polinizacdo e o efeito de pilhadores no sucesso
reprodutivo de uma populagdo de Jacaranda rugosa, um arbusto endémico da regido do
Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco, Brasil. J. rugosa é uma espécie auto-
incompativel cujas flores produzem néctar continuamente ao longo do dia. Fémeas e machos
de Euglossa melanotricha foram os principais polinizadores. Visitas florais realizadas no
inicio do dia contribuem substancialmente para a produgdo de frutos, ja que quase nao foram
encontrados estigmas com lobulos abertos a tarde. A adicdo de néctar artificial duplicou o
tempo de permanéncia dos polinizadores na flor, enquanto a retirada experimental de néctar,
simulando a a¢do de pilhadores, resultou em visitas florais curtas e conseqiientemente
aumentou o fluxo dos polinizadores entre plantas. Mesmo assim o sucesso reprodutivo foi

baixissimo devido aos danos causados pela presenca constante de Trigona spinipes.

palavras-chave: abelhas, biologia floral, Jacaranda rugosa, Parque Nacional do Catimbau,

pilhadores, ecologia da polinizagdo e Nordeste brasileiro,
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Introducio

A pilhagem de néctar ¢ um fenomeno comum em diversas familias vegetais,
principalmente naquelas que possuem flores tubulares e camara nectarifera (Inouye 1980,
Gentry 1980, Higashi et al. 1988, Morris 1996, Traveset et al. 1998, Irwin e Brody 1999,
Maloof e Inouye 2000, Lara e Ornelas 2001, Maloof 2001, Irwin e Maloof 2002, Lara e
Ornelas 2002, Richardson 2004). Pilhadores sdo visitantes florais que retiram néctar e/ou
pdlen sem promover a poliniza¢do, podendo ser passaros ou insetos como abelhas, formigas,
vespas, borboletas, entre outros (Faegri ¢ Van der Pijl 1979, Inouye 1980). Geralmente,os
pilhadores realizam visitas ilegitimas sem utilizar a abertura floral. Pilhadores primarios
roem, furam ou cortam externamente o perianto para alcangar os recursos florais, enquanto os
pilhadores secundarios utilizam perfuracdes ja existentes para coletar néctar ou polen (Inouye
1980).

O efeito da agdo de pilhadores no sucesso reprodutivo das plantas associadas tem
despertado o interesse de varios pesquisadores. A literatura indica que dependendo da espécie
de pilhador o efeito no sucesso reprodutivo da planta pode ser positivo (Higashi et al. 1988,
Navarro 2000, Richardson 2004a), neutro (Zimmerman ¢ Cook 1985, Arizmendi et al. 1996)
ou negativo (Roubik 1982, 1989, Traveset et al. 1998, Irwin e Brody 1999).

Diversos trabalhos t€ém indicado a a¢dao de pilhadores como um evento intenso em
flores de Bignoniaceae (Borrero 1972, Barrows 1977, Stephenson e Thomas 1977, Gentry
1980, Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger 1988, Vieira et al. 1992, Barros 2001, Maués et
al. 2004, Souza et al. 2004). Nessa familia a fusdo dos estames a corola forma uma camara
nectarifera que impede que visitantes florais de pecas bucais curtas alcancem o disco
nectarifero e conseqiientemente coletem o néctar. Assim, eles perfuram o tubo floral na base
da corola para ter acesso ao disco nectarifero, realizando visitas ilegitimas, durante as quais
ndo entram em contato com as partes reprodutivas da flor (Silberbauer-Gottsberger e
Gottsberger 1988, Barros 2001, Maués et al. 2004, Souza et al. 2004).

A familia Bignoniaceae possui flores associadas a diversas sindromes de polinizagao,
sendo a melitofilia a mais frequentemente representada (Gentry 1974a, 1980). Jacaranda ¢
um género neotropical que abrange cerca de 50 espécies (Sandwith e Hunt 1974, Morawetz
1982, Gentry 1992), exclusivamente polinizadas por abelhas de médio e grande porte (Gentry
1990). Jacaranda rugosa ¢ uma espécie arbustiva endémica da regido de Buique no interior
de Pernambuco (Gentry 1992). No presente estudo apresentamos a ecologia da polinizagao de

Jacaranda rugosa Gentry, destacando o efeito de pilhagem no sucesso reprodutivo dessa
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planta e perguntamos: 1) quais sdo os polinizadores efetivos de J. rugosa; 2) quais as espécies
pilhadoras e 3) como a pilhagem influencia o comportamento dos polinizadores efetivos e o

sucesso reprodutivo da planta.

Material e métodos
Area de estudo

O estudo foi realizado no Parque Nacional do Catimbau, situado nos municipios de
Buique, Tupanatinga e Ibimirim, com extensdo territorial de aproximadamente 62.000 ha
(Andrade et al. 2004). Entre margo ¢ dezembro de 2005 individuos de Jacaranda rugosa
foram acompanhados na Serra Branca (8°23°53.8°°S 37°14°51.3’0O, 898m), uma area com
vegetacdo predominantemente arbustiva, individuos perenifélios, poucos elementos arboreos
e estrato subarbustivo denso (Rodal et al. 1998, Andrade et al. 2004).

O posto meteoroldgico mais préximo da area situa-se na sede do municipio de Buique
e registra temperatura e precipitagdo médias anuais de 25°C e 1.095,9 mm com maior
pluviosidade entre os meses de abril a junho (SUDENE 1990).
Espécie estudada

Jacaranda rugosa ¢ uma espécie endémica da regido de Buique que vegeta sobre
solos rochosos e arenosos caracteristicos daquele local. Possui porte arbustivo a arvoreta,
podendo atingir 4 metros de altura. Suas folhas sdo pinadas e fortemente rugosas, dai o nome
de seu epiteto especifico. As flores, dispostas em racemos axilares, sdo hermafroditas,
violetas, tubulares, com quatro estames didinamos, um estaminodio glandular desenvolvido e
um estigma composto por dois lobos sensitivos (Gentry 1992).
Biologia floral e reprodutiva

Foram ensacados 50 botdes florais para acompanhar a antese das flores, desde a
abertura até a abscisdo. No decorrer das observagdes foram registrados o horario de abertura
floral, deiscéncia das anteras, receptividade estigmatica, viabilidade polinica, disponibilidade
de néctar, coloracdo da corola e guias de néctar e padrdo de floragdo. A receptividade
estigmatica foi determinada utilizando-se peréxido de oxigénio (H,O,). Para a determinagao
da viabilidade polinica, graos de polen foram removidos de anteras fixadas em FAA e
colocados em lamina com carmim acético. Foram contados, em microscopio, os primeiros

300 graos de polen e registrados quantos deles tinham sido corados.
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Para mensurar volume e concentracdo de néctar foram utilizados, respectivamente,
microcapilares graduados de 20ul e refratometro de bolso (Atago). Foram feitas medidas as
7:00h, 12:00 e 17:00h, utilizando-se 10 flores previamente ensacadas para cada horario.

A morfometria foi determinada em dez flores de cinco individuos. Foram mensurados
nas flores a altura e didmetro da entrada, comprimento e didmetro da flor, comprimento do
tubo floral e da cAmara nectarifera, comprimento dos estames férteis, estaminddio e estilete.

Para verificar o sistema reprodutivo de J. rugosa foram realizados cinco tratamentos
em 15 individuos: 1) autopolinizagdo espontanea, flores sem manipulagdo; 2) autopolinizagao
manual, flores polinizadas com seu proprio pélen; 3) geitonogamia manual, flores polinizadas
com polen do mesmo individuo, mas de flores diferentes; 4) polinizagdo cruzada manual,
flores polinizadas com poélen de outros individuos e 5) polinizagdo por visitantes em
condi¢des naturais (polinizagdo natural). Todas as flores foram previamente ensacadas e para
cada tratamento utilizaram-se 45 flores, excetuando-se as 260 flores expostas a polinizagao
natural. Apos as manipulacdes todas as flores foram reensacadas, com a exce¢do novamente
daquelas do tratamento de polinizacdo natural. Os frutos formados no experimento foram
coletados para contagem das sementes.

A razao poélen-ovulo (P/O) foi determinada a partir de 10 botdes coletados
aleatoriamente no campo. Os graos de polen por flor foram contados com o auxilio da camara
de Neubauer. Todas as anteras foram maceradas em Eppendorf com 0,2 ml de acido latico
glicerinado 3/1. Depois de homogeneizadas, amostras da solugdo foram imediatamente
aplicadas na camara e contadas em microscopio. Para cada amostra foram feitas duas
contagens. O valor aproximado de grdos por flor foi determinado a partir da féormula
G=GxV¢/V,, onde G; € o numero aproximado de graos; G, ¢ o nimero de graos observados
na contagem; V; ¢ o volume total no Eppendorf (0,2ml) e V. é o volume da camara
(0,0004ml). Os ovarios de cada um dos botdes foram dissecados e os évulos contados com o
auxilio de estereomicroscopio. A média e desvio padrdo da razdo P/O da espécie foram
determinados a partir da razao P/O de cada um dos botdes.

Polinizadores efetivos e efeito de pilhagem

Os visitantes florais foram capturados aleatoriamente durante a visita as flores com
rede entomoldgica e armazenados em camaras mortiferas. Os exemplares coletados foram
montados em alfinetes entomoldgicos, secos em estufa a 40 ° C por dois dias, etiquetados e
identificados. As informagdes de coleta foram incluidas no banco de dados do grupo de

pesquisa “Plebeia” e os insetos foram armazenados na Colecdo Entomoldgica da UFPE. O
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material vegetal coletado em campo foi prensado e secado em estufa por cinco dias. As
exsicatas preparadas foram armazenadas no Herbario Geraldo Mariz UPE.

A freqiiéncia de visitantes foi acompanhada em trés individuos vegetais durante trés
dias ndo consecutivos. Em cada individuo foram acompanhadas 20 flores (10 controles e 10
nas quais os estaminddios foram retirados) das 06:00h as 17:00h em intervalos de 30 em 30
minutos, perfazendo um total de 18h de observagdo. Foram registrados o tipo de visita
(legitima ou ilegitima), contato dos visitantes com anteras e estigma e os recursos florais
procurados. As injurias nas flores, realizadas pelos visitantes ilegitimos, foram classificadas
de acordo com sua forma e posi¢ao na flor.

Para determinar os polinizadores efetivos e pilhadores foram utilizados os critérios de
comportamento de visitas, contato com as partes reprodutivas, freqiiéncia relativa de visita e
voos entre individuos co-especificos.

A taxa de pilhagem foi determinada em 100 flores, considerando os tipos de injurias.
O tempo de visita dos polinizadores em flores onde foi retirado todo o néctar, em flores onde
foi adicionada dgua agucarada e em flores controle, foi medido para determinar se a acao de
pilhadores tinha um efeito no comportamento natural dos polinizadores. Nas flores controle,
ensacadas no dia anterior, foram registradas a duracdo da primeira, segunda e terceira visita
do dia. A retirada de néctar e adicdo de agua agucarada foi realizada com o auxilio de
microcapilares a partir de um corte feito com seringa na base da corola. Foram adicionados as
flores 10ul de 4gua agucarada a uma concentracdo de 25%, semelhantes aos volumes e
concentragdes naturais das flores.

A posi¢do do estigma (aberto ou fechado) em diferentes horarios, 5:00, 7:00, 12:00 e
17:00h, foi monitorada em 30 flores.

Analises estatisticas

O volume de néctar, assim como a concentracdo, registrados nos diferentes horarios
do dia foram comparados através do teste ANOVA.

Foi realizado um teste y? para verificar se existia diferenca significativa na freqiiéncia
de formacao de frutos entre os tratamentos do sistema reprodutivo. Foram utilizados apenas
os tratamentos que formaram frutos.

Para determinar se havia diferenca significativa entre o numero de visitantes em flores

com estaminoddio e flores sem estaminddio foi utilizado o teste ANOVA.
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O tempo de visita dos polinizadores em flores sem néctar, com adi¢do de agua
acucarada e flores controle (1%, 2% e 3% visita) foi comparado através do teste Kruskal-Wallis
(Zar 1999).

A normalidade de todos os dados foi verificada a partir do teste Kolmogorov-Smirnov.
Quando necessario o teste de Tukey foi utilizado para fazer comparacdes a posteriori. Os
testes acima mencionados foram realizados através do software Statistica versao 6.0 (Statsoft

2001).

Resultados
Biologia floral e reprodutiva

As flores de Jacaranda rugosa sao dispostas em racemos axilares e tém (em média e
desvio padrdo) 44,1 + 6,9 mm de comprimento ¢ 32,9 + 4,4 mm de diametro. As pétalas
fusionadas formam um tubo floral com comprimento de 43,4 £ 11,8mm e abertura com
altura/largura de respectivamente 5,9 + 1,2mm e 15 £ 1,1mm. Na regido mediana da corola a
flor possui um estrangulamento dorsiventral onde ficam situados os 6rgaos reprodutivos. O
estilete com o estigma bilobado mede 31,9 + 2,7 mm e os pares de estames didinamos 25,1 +
2mm e 28,8 + 2,5mm. As flores possuem um estaminddio bem desenvolvido e comprido (42,2
+ 5,5mm) que ¢ densamente revestido por longos tricomas glandulares amarelos e que
atravessa longitudinalmente o tubo floral, sendo visivel pela abertura floral (figura 1a). Os
filetes sdo fusionados na base com o tubo da corola, formando a camara nectarifera com
aproximadamente 10,72 + 0,66 mm de comprimento. Existe uma densa pilosidade na entrada
da camara nectarifera que dificulta o acesso ao néctar por abelhas de lingua curta.

Jacaranda rugosa apresentou dois picos de floragdo por ano, margo a abril e outubro a
dezembro. Suas flores abrem a noite, variando entre 23:00 e 3:00h de acordo com o individuo.
Logo apo6s a abertura floral o estigma esté receptivo, as anteras deiscentes e o néctar comega a
ser produzido. Assim, quando as abelhas iniciam sua atividade ao amanhecer, todas as flores
estdo no mesmo estagio, apresentando os recursos sincronicamente. A partir das 15:00h as
corolas de J. rugosa comegam a cair.

O néctar foi produzido continuamente ao longo do dia, aumentando de, em média,
5,1ul as 7:00h para 21,5 pl as 17:00h, o significa que as flores produzem cerca de 1,6 pl por
hora. A diferenga do volume entre os horarios foi significativa (F = 98,09; g.1=2; p <0,0001)
e os testes a posteriori indicaram diferenca significativa entre todos os pares comparados (p <

0, 0005, figura 2). A concentragdo de néctar variou, em média, entre 25,6 ¢ 28,8% ao longo
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do dia e essa diferenca foi significativa (F = 4,18; g.1 = 2; p < 0,05), apesar do teste de Tukey

ter mostrado diferenca significativa apenas entre os horarios 7:00 e 12:00 (p < 0,05; figura 2).

Figura 1. Jacaranda rugosa, flor, visitantes florais e pilhadores. Flor com estaminddio glandular visivel na
abertura (A); fémea de Euglossa melanotricha pairando perante a flor antes da visita (B); flores durante (C) e
apos (D) pilhagem por Trigona spinipes, calice e corola roidos, apresentando orificio circulares e (E) flor com
estaminddio manualmente retirado e pilhada por abelha do género Xylocopa, observar fenda longitudinal na base

da corola.
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Figura 2. Volume (esquerda) e concentragdo (direita) de néctar acumulado ao longo do dia em flores ensacadas

de Jacaranda rugosa no Parque Nacional do Catimbau (n=10, média e intervalo de confianca).

As flores produzem em média 21775 + 1733,85 graos de polen e 43,6 + 6,27 dvulos, o
que reflete em uma razdo P/O de 499,4. A taxa de viabilidade polinica ¢ de 94,4 + 3 %
(n=10).

O estudo mostrou que Jacaranda rugosa é uma espécie auto-incompativel, uma vez
que apenas as flores que sofreram poliniza¢ao cruzada manual e polinizagao natural formaram
frutos (tabela 1). E marcante a frutificacdo extremamente baixa nas flores visitadas
naturalmente pelas abelhas (1,54%). A diferenga entre a formacao de frutos dos tratamentos ¢

significativa (y*> = 84,20; g.1 = 1; p <0,00001).

Tabela 1. Resultados do experimento de polinizagdo controlada em Jacaranda rugosa no Parque Nacional do

Catimbau, Buique, Pernambuco.

Frutos
Tratamentos N desenvolvidos ~ SUCESSO (%)
Autopoliniza¢cdo manual 45 0 0
Autopolinizacdo espontanea 45 0 0
Geitonogamia 45 0 0
Poliniza¢do cruzada manual 45 19 42,22
Polinizag¢do natural 260 4 1,54

Polinizadores efetivos e efeito de pilhagem

As abelhas visitantes de Jacaranda rugosa foram separadas em categorias de acordo
com seu comportamento de forrageamento: categoria I — visitantes florais legitimos, coletores
de néctar e polinizadores potenciais; categoria I — visitantes legitimos, coletores de podlen;
categoria III — visitantes ilegitimos, pilhadores primarios de néctar; categoria IV — visitantes
ilegitimos que coletam polen perfurando a corola do botdo floral e categoria V — visitantes
ilegitimos, pilhadores secundéarios de néctar. A tabela 2 mostra as espécies de abelhas

visitantes de Jacaranda rugosa, bem como suas respectivas categorias e recursos procurados.
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Tabela 2. Abelhas visitantes de Jacaranda rugosa no Parque Nacional do Catimbau, Buique Pernambuco.
Categorias: | - visitantes legitimos, polinizadores potenciais; II — visitantes legitimos, coletores de polen; III
visitantes ilegitimos, pilhadores primarios de néctar; IV — visitantes ilegitimos, coletores de pdlen e V visitantes

ilegitimos, pilhadores secundarios de néctar. Legendas: N - néctar e P - polen.

Espécie/Familia Categoria Sexo Recurso
Andrenidae

Oxaea austera Gerstaecker, 1867 1 /3 N
Apidae

Bombus (Fervidobombus) brevivillus Franklin, 1913 I Q N
Centris (Trachina) fuscata Lepeletier, 1841 I /3 N
Ceratina (Crewella) maculifrons Smith, 1854 LI Q N/P
Ceratina (Crewella) sp. I 1T Q N/P
Euglossa (Euglossa) cordata (Linnaeus, 1758) I /3 N
Euglossa (Euglossa) melanotricha Moure, 1967 I /3 N
Eulaema (Apeulaema) nigrita Lepeletier, 1841 I /3 N
Paratrigona lineata (Lepeletier, 1836) II Q N/P
Plebeia flavocincta (Cockrell, 1912) I, vV Q N/P
Plebeia sp. I,V Q N/P
Trigona spinipes (Fabricius, 1793) I1, 111, TV Q N/P
Xylocopa (Megaxylocopa) frontalis(Olivier, 1789) I Q N
Xylocopa (Neoxylocopa) grisescens Lepeletier, 1841 I Q N
Xylocopa (Neoxylocopa) ordinariaSmith, 1874 I Q N
Halictidae

Pseudaugochlora pandora Smith, 1853 1L, v /3 N

Para verificar se o estaminddio tinha alguma fun¢do no processo de polinizacdo foi
observada a freqiiéncia de visitantes em flores controle e em flores que tiveram o estaminddio
retirado. Os visitantes florais de Jacaranda rugosa foram mais freqiientes em flores com
estaminddio (figura 1a) do que em flores sem estaminddios (figura le) e essa diferenca foi
significativa (F =7,3119; g.1=1; p <0,01; figura 3).
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Figura 3. Numero de visitas em flores de Jacaranda rugosa com e sem estaminddio no Parque Nacional do
Catimbau, Buique, Pernambuco. (n=60; trés dias, 18h, de observacdo; média e intervalo de confianga). A

diferenca entre os tratamentos ¢ significativa (p < 0,01).
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O pico de atividade das abelhas em flores de Jacaranda rugosa ocorreu entre 9:00 e
12:00 horas, devido principalmente aos pilhadores primarios de néctar (figura 4). Os
polinizadores, Euglossa melanotricha, Euglossa cordata, Ceratina maculifrons, Ceratina sp.
e Centris analis, tiveram maior freqiiéncia de visitas florais entre as 7:00 e 10:00 horas. O
comportamento dessas abelhas, com exce¢ao das Ceratina, ¢ muito caracteristico e antes de
qualquer visita elas pairam perante a flor, pousam na abertura floral, entram na flor
(contatando o estigma e posteriormente as anteras), coletam o néctar e saem da flor na mesma
posicdo que entraram (figura 1b). Nessa categoria os machos e fémeas de E. melanotricha
foram os mais abundantes (tabela 3).

Os pilhadores de polen, exclusivamente abelhas sem ferrdo das espécies Plebeia
flavocincta, Plebeia sp., Paratrigona lineata e Trigona spinipes (categoria II), tiveram uma
maior atividade entre as 9:00 e 11:00 horas. Ao coletar graos de podlen, diretamente das
anteras, estas abelhas constantemente contataram o estigma. Os pilhadores primarios de
néctar Trigona spinipes, Oxaea austera, Pseudaugochlora pandora e abelhas do género
Xylocopa apresentaram um pico de atividade entre 10:00 e 12:00 horas, sofrendo uma queda
brusca a partir das 13:00 horas. Esse grupo foi responsavel por 56,35% das visitas em flores
de Jacaranda rugosa, das quais 38,65% foram realizadas por 7rigona spinipes. Os pilhadores
secundarios de néctar tiveram o pico de atividade as 12 h e correspondem aquelas abelhas que
aproveitaram as injarias pré-existentes no calice e/ou corola para retirada de néctar. Fazem
parte desse grupo as mesmas abelhas da categoria II. A figura 4 e a tabela 3 mostram,
respectivamente, a freqliéncia de visitantes por categorias ¢ a freqliéncia de visitas por

espécies ao longo dos trés dias de observagoes.
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Figura 4. Freqiiéncia de visitantes por categoria em flores de Jacaranda rugosa ao longo do dia no Parque

Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco (n = 60; trés dias, 18h, de observagao).
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Tabela 3. Numero de visitantes por espécie em flores de Jacaranda rugosa observados ao longo dos trés dias de observagdo no Parque Nacional do Catimbau, Buique,

Pernambuco (n = 60). Grupos Ceratina (Ceratina maculifrons ¢ Ceratina sp.) e grupo Plebeia (Paratrigona lineata Plebeia flavocincta, Plebeia sp.).

Horario
n° de visitas/espécie 6- 7- 8- 9- 10- 11- 12- 13- 14- 15- 16- 17- Total
6:30h  7:30h  8:30h 9:30h 10:30h 11:30h 12:30h 13:30h 14:30h 15:30h 16:30h 17:30h
Centris fuscata 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Euglossa cordata 0 0 0 0 0 0 0 1 0 9 0 0 10
Euglossa melanotricha 0 23 10 10 3 0 0 0 12 0 3 0 61
Grupo ceratina 0 0 2 5 5 13 13 4 4 0 4 0 50
Grupo Plebeia 0 0 9 27 34 51 24 3 13 0 1 2 164
Pseudaugochlora pandora 0 0 8 10 44 38 50 17 1 6 9 0 183
Trigona spinipes 0 7 38 109 116 79 47 5 3 6 0 0 410
Xylocopa ordinaria 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Total 0 30 67 163 202 182 134 30 33 21 17 2 881
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Figura 5. Posigdo do estigma ao longo do dia em flores de Jacaranda rugosa no Parque Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco (n=30).
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A acgdo de pilhadores atingiu 99% das flores de Jacaranda rugosa (figura 6). Trigona
spinipes foi o principal pilhador de néctar atacando 92% das flores. Para ter acesso a base do
ovario, onde fica situado o disco nectarifero, essa espécie permaneceu muito tempo nas flores,
recortando com a mandibula o célice e a base da corola. Essa atividade formou grandes orificios
na regido mencionada (figura lc, d). T. spinipes foi registrada também como pilhadora de polen.
Nesse caso, antes mesmo da abertura floral, essa abelha perfurava a regido da corola onde
ficavam os orgdos reprodutivos e muitas vezes arrancavam todas as anteras e danificavam os
estigmas. 7. spinipes apresentou um comportamento muito agressivo perante outros visitantes.
As abelhas do género Xylocopa também foram ativas na pilhagem, atingindo 64% das flores
contadas. Todas as espécies de Xylocopa tiveram um padrao de pilhagem muito semelhante,
pousando brevemente sobre o lado superior da flor (entre 1 e 3 segundos) e fazendo uma fenda
longitudinal com a galea na base da corola, onde fica situada a cAmara nectarifera (figura 1e).
Pseudaugochlora pandora também pilhou flores de J. rugosa, mas sua agdo ndo gerou injurias
consideraveis. Essa abelha inseria sua lingua na regido de inser¢@o entre célice e corola e retirava

néctar durante alguns segundos sem danificar a flor.

1% B Trigona spinipes
O Xylocopa spp.

8 Xylocopa spp. +

ST% Trigona spinipes

B ndo pilhada

Figura 6. Taxa de pilhagem em flores de Jacaranda rugosa e seus respectivos pilhadores no Parque Nacional do

Catimbau, Buique, Pernambuco (n = 100).

O tempo de visita dos polinizadores em flores com disponibilidade de néctar manipulada
e em flores controle foi acompanhado para verificar se a deplecdo natural de néctar por
pilhadores afetaria o comportamento de visita dos polinizadores. A visita dos polinizadores em
flores que tiveram o néctar retirado durou 4,5 £+ 2,1s (média; desvio padrdao), enquanto que em

flores que tiveram dgua acucarada adicionada durou 10,9 + 6,6s. Nas flores controle, que foram
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ensacadas previamente, foram acompanhadas as duragdes das trés primeiras visitas. A primeira
visita do dia em uma flor foi muito breve, apenas 2,9 + 1,2s (média, desvio padrio), e apos ela o
polinizador retirou o excesso de polen que ficou aderido na regido facial. Apds a limpeza, esse
mesmo visitante fez uma segunda visita na mesma flor e dessa vez permaneceu 9,8 £ 2,9s. As
duas primeiras visitas do dia em uma flor sempre foram realizadas por um mesmo visitante,
enquanto que a terceira visita foi, na maioria das vezes, realizada por um outro visitante. A
terceira visita na flor durou apenas 4,5 + 1,1s. A variagdo do tempo de visita entre os tratamentos
foi significativamente diferente (H = 202,2435; gl = 4; p < 0,001) e os testes a posteriori
mostraram que o tempo de visita no par semelhante flores sem néctar e terceira visita em flores
controle foi estatisticamente diferente do outro par semelhante flores com agua acucarada e
segunda visita em flores controle. A primeira visita em flores controle foi atipica e apresentou um

padrao distinto dos outros (figura 7).
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Figura 7. Tempo de visita em flores sem néctar (SN), com adi¢ao de agua agucarada (CN) e 1? visita (CV1), 2? visita
(CV2) e 3% visita (CV3) em flores controle (n = 62 para cada tratamento). Os tratamentos acompanhados por letras
distintas sdo significativamente diferentes (p < 0,0001) com a excec¢do de que a diferenca entre CV1, SN e CV3 ¢

apenas marginalmente significativa (p = 0,07).

Discussao

O padrao de floracdo de Jacaranda rugosa ndo se encaixa de forma adequada em nenhum
dos padroes reconhecidos por Gentry (1974a, 1974b), apresentando floragdo intermediaria entre
steady-state e cornucopian. Essa espécie produz poucas flores durante quase todos os meses do

ano, mas apresenta dois picos marcantes entre os meses de marco a abril e outubro a dezembro,
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diferindo inclusive das espécies congenéricas J. caroba e J. copaia, com floracdo tipica de
cornucopian (Vieira et al. 1992, Maugs et al. 2004).

Machos e fémeas de Euglossa, especialmente de E. melanotricha, sdo os principais
polinizadores efetivos de Jacaranda rugosa. Outras espécies de abelhas como de E. cordata,
Eulaema nigrita, Bombus brevivillus, Centris fuscata e duas espécies de Ceratina também
polinizam efetivamente as flores, mas devido a menor freqiiéncia sdo menos importantes na area
de estudo. A importancia das Euglossini na polinizagdo da familia Bignoniaceae tem sido
freqiientemente relatada na literatura (Borrero 1972, Barrows 1977, Frankie et al. 1983, Barros
2001, Dutra e Machado 2001). Segundo Gentry (1974a, 1974b), grande parte das 76 espécies de
Bignoniaceae estudadas na Costa Rica e Panamé eram polinizadas principalmente por abelhas
dessa tribo que apresentam grande capacidade de voo e atuam como polinizadores de grande
distancia (Janzen 1971). Jacaranda caroba e J. copaia do Cerrado e Amazonas respectivamente,
também sdo polinizadas principalmente por machos e fémeas de Euglossini (Vieira et al. 1992,
Maués et al. 2004). As abelhas generalistas sem ferrdo de diversas espécies que frequentemente
coletaram polen nas flores de J. rugosa ndo voam entre diferentes individuos e assim ndo atuam
como polinizadores efetivos.

Os visitantes de Jacaranda rugosa procuraram preferencialmente flores com estaminddio
0 que mostra que a presenca deste ¢ percebida pelas abelhas. Segundo Vieira et al. (1992) o
estaminddio desenvolve um papel triplo na polinizagdo de Jacaranda caroba: 1) orientagdo
visual, devido a sua cor contrastante com a da entrada do tubo da corola; 2) guia olfativo, através
do odor liberado pelos tricomas glandulares e 3) auxilio no contato do polinizador com as anteras
e estigma da flor, pela diminui¢do do didmetro util da corola. Para Maués et al. (2004) em
Jacaranda copaia o estaminddio “seleciona” os visitantes legitimos, pois reduz o espago da
corola e conseqiientemente dificulta o acesso de abelhas maiores.

Jacaranda rugosa possui tipicas flores de néctar e seus polinizadores efetivos nao
coletam polen ativamente. O comprimento da camara nectarifera exclui abelhas com linguas
menores que 11 mm que ndo alcancam o néctar produzido no disco nectarifero na base do tubo
floral. O volume de néctar oferecido ¢ relativamente alto, principalmente se comparado a outras
espécies de Bignoniaceae polinizadas por abelhas (Frankie et al. 1983, Stevens 1994, Rivera
2000, Barros 2001, Souza ef al. 2004). A produgdo continua de néctar ao longo do dia mantém as

flores dessa planta atrativas para os visitantes.
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A atratividade das flores de Jacaranda rugosa como fontes de néctar também ¢ mostrada
devido a altissima taxa de flores pilhadas. A grande abundancia de pilhadores ao longo do dia
mantém o nivel de néctar sempre baixo no local de estudo. A redugdo de néctar para os
polinizadores efetivos, no entanto, pode ter um efeito positivo indireto no sucesso reprodutivo da
planta, ja que os polinizadores seriam forcados a visitar mais flores e a voar maiores distancias
para conseguir coletar a mesma quantidade de néctar que em flores onde este ndo tenha sido
retirado por pilhadores (Roubik 1982, Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger 1988, Vieira et al.
1992, Barros 2001, Dutra e Machado 2001). O efeito da quantidade de néctar na camara
nectarifera a duracdo de visita dos polinizadores foi simulado experimentalmente. Quando o
néctar foi retirado manualmente, as visitas dos polinizadores foram muito curtas, semelhante as
visitas em flores cujo néctar foi retirado por outras abelhas. Apos adicdo de néctar artificial, a
duragdo das visitas foi cerca de duas vezes mais longa e correspondeu a visitas florais com néctar
acumulado, ou seja, sem ac¢do de pilhadores. Isto mostra que a continua retirada de néctar pelos
pilhadores realmente reduz a permanéncia dos polinizadores na flor para cerca de 50% do tempo.
Assim os machos e fémeas de, por exemplo, Euglossa melanotricha devem pelo menos duplicar
o numero de visitas florais. Nesse contexto, a redu¢ao do tempo de visita teria um efeito positivo
no fluxo de voos entre individuos co-especificos de J. rugosa e, conseqiientemente, na taxa de
polinizacao cruzada.

O sucesso reprodutivo na populacio estudada, contudo, foi extremamente baixo (menos
que 2%), muito menor do que o alcangado na poliniza¢ao cruzada manual (acima de 40%). Nesse
caso um dos fatores que pode explicar a inexpressiva formacao de frutos ¢ a agdo de visitas
florais destrutivas de Trigona spinipes, presentes em praticamente todas as flores de Jacaranda
rugosa. Em locais onde esta abelha ndo ocorre, a pilhagem de néctar por abelhas como Xylocopa
poderia ter um efeito neutro ou positivo na taxa de frutificagdo como proposto em outros estudos
(Roubik 1982, 1989, Laroca e Almeida 1985, Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger 1988, Vieira
et al. 1992, Maloof e Inouye 2000, Barros 2001). A alta taxa de geitonogamia sofrida por esta
espécie auto-incompativel, como também mencionado para outras espécies de Bignoniaceae
(Bawa 1974, Gentry 1978), juntamente com o fechamento definitivo dos estigmas ap6s deposigao
de polen co-especifico (Bertin 1982, Singh e Chauhan 1996, Shu-Xiang et al. 2004), ¢ outro fator

que deve estar associado a baixa frutificacao natural dessa espécie.
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Polinizadores s3o os Unicos visitantes capazes de promover o fechamento do estigma em
Bignoniaceae (Stephenson e Thomas 1977, Bertin 1982, Richardson 2004a, Shu-Xiang et al.
2004). Os estigmas de 28 das 30 flores monitoradas de Jacaranda rugosa estavam fechados ao
final do dia, mostrando que as flores foram bem visitadas ¢ que a produgao de frutos nao foi
limitada pela baixa freqiiéncia de polinizadores como demonstrado em outras Bignoniaceae
(Bertin 1982, Vieira et al. 1992). O grande niimero de estigmas fechados ja no inicio do dia
indica que as primeiras visitas florais nessa planta devem ser responsaveis pela polinizagao e
formacao de frutos. A probabilidade de que uma visita floral resulte em deposicao de polen no
estigma diminui com o passar do dia. Assim, abelhas que visitaram as flores a tarde nao

contribuiram para polinizagdo.
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RESUMO

Tabebuia impetiginosa ¢ uma arvore com floragdo maci¢ca do tipo cornucopia. As flores
melitofilas apresentam guias de néctar atrativos. Em uma populacdo desta planta, no Parque
Nacional do Catimbau, Pernambuco, Brasil, estudamos a ecologia de polinizacdo, a func¢ao da
mudanca de cor dos guias de néctar e o impacto dos pilhadores na frutificacdo. 7. impetiginosa ¢é
uma espécie auto-incompativel, polinizada principalmente por abelhas das tribos Centridini e
Euglossini. Essas abelhas diferenciam flores do primeiro, segundo e terceiro dia de antese,
indicadas pela alteragdo na coloragcdo dos guias de néctar. Espécies de Xylocopa e Trigona
spinipes foram os principais pilhadores primarios de néctar, atingindo 66% das flores. Flores
protegidas contra pilhadores produziram mais frutos do que flores desprotegidas. A baixa taxa de
frutificagdao na populagdo estudada ¢ resultado da acdo destrutiva das visitas de 7. spinipes € uma
alta taxa de geitonogamia, associada ao fechamento irreversivel dos estigmas sensitivos apds

deposi¢ao de polen co-especifico.

Palavras-chave: Bignoniaceae, biologia da polinizacao, Centridini, Euglossini, guias de néctar,

Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco, Nordeste brasileiro, Tabebuia impetiginosa.
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INTRODUCAO

As Bignoniaceae abrangem cerca de 110 géneros e 800 espécies, ocorrendo
predominantemente na regido neotropical (Sandwith e Hunt, 1974; Gentry, 1980, 1990). As
flores dessa familia possuem caracteristicamente pétalas fusionadas tubulares com diversas
variagdes morfologicas associadas a polinizagdo por abelhas, morcegos, passaros, mariposas ¢
borboletas (Gentry, 1980, 1990; Frankie et al., 1983; Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger,
1988; Stevens, 1994; Lopes et al., 2002; Bittencourt e Semir, 2004; Machado e Vogel, 2004).
Abelhas de médio e grande porte sdo os agentes mais importantes pela polinizagdo da maioria das
Bignoniaceae (Gentry, 1974a, 1980, 1990).

A atividade de pilhadores em flores de Bignoniaceae tem sido freqiientemente relatada na
literatura (Borrero, 1972; Gentry, 1974a, 1980; Barrows, 1977; Stephenson e Thomas, 1977;
Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger, 1988; Vieira et al., 1992; Maloof e Inouye, 2000; Barros,
2001; Maués et al., 2004; Souza et al., 2004). O efeito da agdo dos pilhadores no sucesso
reprodutivo das plantas envolvidas parece variar de acordo com a espécie de pilhador, podendo
ser negativo (Roubik, 1982; Traveset et al., 1998; Irwin e Brody, 1999), neutro (Zimmerman e
Cook, 1985; Arizmendi et al., 1996) ou positivo (Higashi et al., 1988; Navarro, 2000;
Richardson, 2004a).

E comum na familia que as flores apresentem guias de néctar que orientam as abelhas
durante a visita a flor (Weiss, 1991, 1995). Esses guias ou a flor inteira podem mudar sua
coloragdo durante a antese o que pode ser percebido pelos visitantes florais que aprendem a nao
visitar flores apdés mudangas, uma vez que estas ndo oferecem mais recursos (Miiller, 1883;
Weiss, 1991, 1995). A mudancga de cor pode estar relacionada a fatores fisioldgicos naturais, e.g.
senescéncia, mas as vezes a polinizacdo ou retirada de algum recurso floral pode interferir na
longevidade floral e provocar alteragoes florais (Gori, 1983; Weiss, 1991, 1995; Doorn, 1997;
Weiss e Lamont, 1997; Martini et al. 2003). O género Tabebuia Gomes ex A. DC compreende
cerca de 100 espécies muitas delas com guias de néctar (Gentry, 1980; Weiss, 1991, 1995;
Barros, 2001) e esta distribuido do Norte do México e Antilhas ao Norte da Argentina, sendo
Hispaniola e Colombia as regides de maior diversidade de espécies (Gentry, 1992).

Tabebuia impetiginosa (Mart. ex. DC.) Standl ¢ uma espécie de distribui¢do ampla,
ocorrendo do Noroeste mexicano ao Noroeste argentino (Gentry 1992). Essa espécie possui

flores rochas com guias de néctar amarelos atrativos que mudam de cor e devem ter uma fungao
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na sua polinizagdo. Nesse estudo procuramos conhecer a ecologia da polinizacdo de T.
impetiginosa no Parque Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco, Brasil, destacando a fungao
da mudancga de cor dos guias de néctar e o efeito da acdo de pilhadores para frutificacdo dessa

planta.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O estudo foi realizado no Parque Nacional do Catimbau, situado nos municipios de
Buique, Tupanatinga e Ibimirim, com cerca de 62000 ha (Andrade et al. 2004). Individuos de
Tabebuia impetiginosa foram acompanhados em duas locais, Serra Branca e Igrejinha, entre
setembro e dezembro de 2004 e 2005. A vegetacdo dessas areas ¢ predominantemente arbustiva
com individuos perenifolios, poucos elementos arboéreos e estrato subarbustivo denso. (Rodal et
al., 1998, Andrade et al., 2004).

O posto meteorologico mais proximo da area situa-se na sede do municipio de Buique e
registra temperatura e precipitagdo médias anuais de 25°C e 1.095,9 mm com maior pluviosidade
entre os meses de abril a junho (SUDENE, 1990).

Espécie estudada

Tabebuia impetiginosa ¢ uma espécie de ampla distribui¢do geografica, comum em
florestas secas estacionais deciduas ou semideciduas, ocorrendo desde o Noroeste mexicano ao
Noroeste argentino (Gentry, 1992). Possui porte arboreo, atingindo até 30 metros de altura. No
Vale do Catimbau as plantas alcangavam no maximo seis metros, mas a maioria dos individuos
media entre dois e quatro metros, o que facilitou a manipulacdo do material bioldgico. As flores,
dispostas em paniculas terminais, sdo hermafroditas, réseas com guias de néctar amarelos,
tubulares-campanulares, com quatro estames didinamos e um estigma composto por dois lobos
sensitivos (Gentry, 1992).

Biologia floral e reprodutiva

Foram ensacados 50 botdes florais para acompanhar a antese das flores, desde a abertura
até a abscisdo. No decorrer das observagdes foram registrados o horario de abertura floral,
deiscéncia das anteras, receptividade estigmatica, viabilidade polinica, disponibilidade de néctar,
coloragdo da corola e guias de néctar e padrao de floragdo. A receptividade estigmatica foi

determinada utilizando-se peroxido de oxigénio (H»O;). Para a determinagdo da viabilidade
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polinica, graos de pélen foram removidos de anteras fixadas em FAA e colocados em lamina com
carmim acético. Foram contados, em microscopio, os primeiros 300 graos de pdlen e registrados
quantos deles tinham sido corados.

Para mensurar volume e concentracdo de néctar foram utilizados, respectivamente,
microcapilares graduados de 10ul e refratdmetro de bolso (Atago). Foram feitas medidas as
7:00h e 17:00h, utilizando-se 10 flores previamente ensacadas para cada horario.

A morfometria foi determinada em dez flores de cinco individuos. Foram mensurados nas
flores a altura e didmetro da entrada, comprimento e diametro da flor, comprimento do tubo floral
e camara nectarifera e comprimento dos estames e estilete.

Para verificar o sistema reprodutivo de 7. impetiginosa foram realizados cinco
tratamentos em 12 individuos: 1) autopolinizagdo espontanea, flores sem manipulagdo; 2)
autopolinizagdo manual, flores polinizadas com seu proprio pédlen; 3) geitonogamia manual,
flores polinizadas com poélen do mesmo individuo, mas de flores diferentes; 4) polinizagdo
cruzada manual, flores polinizadas com polen de outros individuos e 5) polinizac¢do por visitantes
em condig¢des naturais (polinizagdo natural). Todas as flores foram previamente ensacadas e para
cada tratamento utilizaram-se 36 flores, excetuando-se as 180 flores expostas a polinizagao
natural. Ap6s as manipulacdes todas as flores foram reensacadas, com a exce¢do novamente
daquelas do tratamento de polinizacdo natural. Os frutos formados no experimento foram
coletados para contagem das sementes.

A razdo poélen-6vulo (P/O) foi determinada a partir de 10 botdes coletados aleatoriamente
no campo. Os graos de pdlen por flor foram contados com o auxilio da cadmara de Neubauer.
Todas as anteras foram maceradas em Eppendorf com 0,5 ml de acido latico glicerinado 3/1.
Depois de homogeneizadas, amostras da solugdo foram imediatamente aplicadas na camara e
contadas em microscopio. Para cada amostra foram feitas duas contagens. O valor aproximado de
graos por flor foi determinado a partir da formula G=G,xV¢/V,, onde G; ¢ o nimero aproximado
de graos; G, ¢ o numero de graos observados na contagem; V; ¢ o volume total no Eppendorf
(0,5ml) e V. é o volume da camara (0,0004ml). Os ovarios de cada um dos botdes foram
dissecados e os 6vulos contados com o auxilio de esterecomicroscopio. A média e desvio padrao

da razdo P/O da espécie foram determinados a partir da razdo P/O de cada um dos botdes.
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Polinizadores efetivos e efeito de pilhagem

Os visitantes florais foram capturados aleatoriamente durante a visita as flores com rede
entomologica e armazenados em camaras mortiferas. Os exemplares coletados foram montados
em alfinetes entomologicos, secos em estufa a 40 ° C por dois dias, etiquetados e identificados.
As informagdes de coleta foram incluidas no banco de dados do grupo de pesquisa “Plebeia” e os
insetos foram armazenados na Colecao Entomoldgica da UFPE. O material vegetal coletado em
campo foi prensado e secado em estufa por cinco dias. As exsicatas preparadas foram
armazenadas no Herbario Geraldo Mariz UPE.

A freqiiéncia de visitantes foi acompanhada em trés individuos vegetais durante trés dias
nao consecutivos. Em cada individuo foram acompanhadas 15 flores (5 do primeiro dia, 5 do
segundo e 5 do terceiro) das 06:00h as 17:00h em intervalos de 30 em 30 minutos, perfazendo um
total de 18h de observagdo. Foram registrados o tipo de visita (legitima ou ilegitima), contato dos
visitantes com anteras e estigma e os recursos florais procurados. As injurias nas flores,
realizadas pelos visitantes ilegitimos, foram classificadas de acordo com sua forma e posi¢dao na
flor.

Para determinar os polinizadores efetivos e pilhadores foram utilizados os critérios de
comportamento de visitas, contato com as partes reprodutivas, freqiiéncia relativa de visita e voos
entre individuos co-especificos.

A taxa de pilhagem foi determinada em 300 flores, considerando os tipos de injarias. Para
impedir a pilhagem e verificar seu efeito no sucesso reprodutivo de Tabebuia impetiginosa,
foram envolvidas por papel filme a base do célice e corola de 150 flores em 15 individuos.
Nesses mesmos individuos foram marcadas outras 150 flores sem protecdo contra pilhadores. A
taxa de frutificagao foi determinada nos dois tratamentos.

A posigao do estigma (aberto ou fechado) em diferentes horarios, 9:00, 13:00, e 17:00h,
foi observada em 25 flores do primeiro dia de abertura. Estigma de 25 flores do segundo e
terceiro foram monitoradas as 17:00h.

Analises estatisticas
O volume de néctar, assim como a concentragdo, registrados as 7:00 e 17:00 horas foram

comparados através do teste ANOVA.
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O teste y* foi utilizado para verificar se existia diferenca significativa na freqiiéncia de
formacao de frutos entre os tratamentos do experimento de sistema reprodutivo e entre os
tratamentos do experimento de protecao contra pilhadores.

Para determinar se havia diferenga significativa entre o nimero de visitantes em flores do
primeiro, segundo e terceiro dia foi utilizado o teste ANOVA. Os dados foram tranformados em
suas raizes quadradas com um fator de correcdo, Vx+0,5 (Zar 1999), por nio apresentarem
distribui¢ao normal.

A normalidade de todos os dados foi verificada a partir do teste Kolmogorov-Smirnov.
Quando necessario o teste de Tukey foi utilizado para fazer comparacdes a posteriori. Os testes

acima mencionados foram realizados através do soffware Statistica versao 6.0 (Statsoft 2001).

RESULTADOS
Biologia floral e reprodutiva

As flores de Tabebuia impetiginosa sao dispostas em paniculas terminais e de acordo com
Gentry (1974a) possuem um padrdo de floragdo do tipo cornucopian. As flores t€ém em média
41,5 + 2,3 mm de comprimento e 38,0 + 3,6 mm de didmetro. As pétalas fusionadas formam um
tubo floral com comprimento de 35,2 + 2,6 mm e abertura com altura/didmetro de
respectivamente 8,3 £ 1,1 mm e 15,1 + 2,6 mm. O estilete, incluindo o estigma bilobado
sensitivo, mede 28,3 + 3,2 mm ¢ os pares de estames didinamos 22,1 = 1,7mm e 27,3 £ 1,35 mm.
Os filetes sdo concrescidos na base com o tubo da corola, formando uma camara nectarifera com
em média 9,7 + 1,1 mm de comprimento que permite que apenas abelhas com linguas maiores
que 1 cm coletem o néctar. Na entrada da camara nectarifera existe uma densa pilosidade que
dificulta ainda mais o acesso ao néctar por abelhas de lingua curta. O néctar ¢ produzido no disco
nectarifero, situado na base do ovario.

Tabebuia impetiginosa apresentou um Unico evento de floracdo por ano, claramente
delimitado entre os meses de novembro e dezembro de 2004 e outubro e novembro de 2005. A
floragdo dos individuos, no entanto, dura no maximo duas semanas com as flores permanecendo
abertas por cerca de 5-7 dias. A abertura floral ocorre de forma aleatéria em qualquer horario do
dia entre 6:00 e 17:00 h. Na hora de abertura a maioria dos estigmas ainda estd fechada, enquanto
as anteras ja estdo deiscentes e apresentando polen. Apods cerca de 15 min os dois lobulos

estigmaticos comecaram a abrir até chegar na posi¢do maxima de abertura, aproximadamente 45°
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(figura la). Testes com peroxido de oxigénio mostraram que o estigma ja estava receptivo

quando iniciou a abertura.

Figura 1. Lobulos estigmaticos abertos em Tabebuia impetiginosa (A); flores do primeiro e segundo dia de antese
com guia de néctar amarelo e alaranjado, respectivamente (B); fendas longitudinais na base da corola produzidas por
espécies pilhadoras de Xylocopa (C); Trigona spinipes perfurando a corola do botdo floral para pilhagem de pdlen

(d) e um gafanhoto comendo flores de 7. impetiginosa (E).

As flores de T. impetiginosa possuem um guia de néctar com quatro listras longitudinais e
uma suave pilosidade. Os guias de néctar das flores sofrem mudanga de coloracdo ao longo da
antese, sendo fortemente amarelo no primeiro dia, alaranjado no segundo, avermelhado no
terceiro e desaparecendo a partir do quarto dia (figura 1b). Flores polinizadas tiveram o mesmo

padrao de longevidade e alteracdo da cor dos guias que flores ensacadas e ndo manipuladas,
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indicando que o evento de polinizacdo ndo altera o padrdo natural de senescéncia e alteragdo da
cor dos guias.

No momento de abertura floral, o volume de néctar foi muito pequeno. A determinagdo
do volume de néctar em flores ensacadas do primeiro dia de antese mostrou que a producao de
néctar € continua. O volume por flor aumentou em média de 1,8 + 1,4 ul no inicio do dia para 4,7
+ 2,1 pl no final da tarde (n = 10, figura 2) e a diferenca foi significativa (F = 13,677; gl=1;p <
0,01). A concentragdo do néctar variou entre 46,1 + 6,5 % e 50 £ 4,6 % de aglcar, mostrando um

leve aumento ao longo do dia, mas a diferenca nao foi significativa (n = 10, figura 2).

Volume de néctar (ul)
Concentracao de néctar (%)

7:00h 17:00h 7:00h 17:00h

Horério Horario

Figura 2. Volume (esquerda) e concentragdo (direita) de néctar acumulado ao longo do dia em flores ensacadas de

Tabebuia impetiginosa no Parque Nacional do Catimbau (n=10, média e intervalo de confianga).

O experimento de polinizagdo dirigida mostrou que apenas as flores que sofreram
polinizacdo cruzada manual e polinizacdo natural produziram frutos, indicando que Tabebuia
impetiginosa € uma espécie xenogamica obrigatoria (tabela 1). As flores acessiveis aos visitantes
florais, contudo, apresentaram uma taxa de frutificagdo pequena. A diferenca entre a producao de
frutos dos tratamentos ¢ significativa (y> = 27,26; g.1 =1; p <0,00001).

As flores produzem em média 133.562 + 33.150 graos de polen e 118,2 + 19,0 6vulos, o
que reflete em uma razao pélen-6vulo de 737. A taxa de viabilidade polinica ¢ de 94,868 + 2,81

% (n = 10).
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Tabela 1. Formacdo de frutos no experimento de polinizagdo controlada em Tabebuia impetiginosa no Parque

Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco.

Frutos

Tratamentos n desenvolvidos SUCeSS® (%)
Autopoliniza¢cdo manual 36 0 0
Autopolinizagdo espontanea 36 0 0
Geitonogamia 36 0 0
Polinizagdo cruzada manual 36 16 44,44
Polinizac¢ao natural 180 15 8,33

Polinizadores efetivos e efeito de pilhagem

Foram encontradas 33 espécies de abelhas como visitantes florais de Tabebuia
impetiginosa (tabela 2). Entre eles 30 eram visitantes legitimos e 3 ilegitimos. Os visitantes de 7.
impetiginosa foram separados em categorias de acordo com seu comportamento de
forrageamento: categoria I — visitantes florais legitimos, coletores de néctar e polinizadores
potenciais; categoria Il — visitantes legitimos, coletores de polen; categoria III — visitantes
ilegitimos, pilhadores primdrios de néctar e categoria IV — visitantes ilegitimos que coletam

polen perfurando a corola do botao floral.

Tabela 2. Visitantes florais de Tabebuia impetiginosa no Parque Nacional do Catimbau, Buique Pernambuco.
Categorias: 1 - visitantes legitimos, polinizadores potenciais; II — visitantes legitimos, coletores de polen; III
visitantes ilegitimos, pilhadores primérios de néctar e IV — visitantes ilegitimos, coletores de pdlen. Legendas: N -

néctar e P - pdlen.

Espécie/Familia Categoria Sexo Recurso
Apidae

Bombus (Fervidobombus) brevivillus Franklin, 1913 I ? N
Centris (Centris) aenea (Lepeletier, 1841) I QI3 N
Centris (Centris) caxiensis (Ducke, 1910) | QI3 N
Centris (Centris) flavifrons Fabricius 1777 I Q138 N
Centris (Hemisiella) tarsata Smith, 1874 I s N
Centris (Hemisiella) trigonoides lepeletier ,1841 I QI3 N
Centris (Heterocentris) analis Fabricius 1804 I QI3 N
Centris (Heterocentris) sp. I Q13 N
Centris (Trachina) fuscata Lepeletier, 1841 I Q138 N
Ceratina (Crewella) maculifrons Smith 1854 11 QI3 P
Ceratina (Crewella) sp. I Q13 P
Euglossa (Euglossa) melanotricha Moure, 1967 I Q13 N
Euglossa (Euglossa) cordata (Linnaeus, 1758) I Q138 N
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Espécie/Familia Categoria Sexo Recurso

Eulaema (Apeulaema) nigrita Lepeletier, 1841 I Q138 N
Frieseomelitta francoi Moure, 1946 II ? P
Frieseomelitta varia (Lepeletier, 1836) II ? P
Melitoma segmentaria (Fabricius, 1807) I QI3 N
Mesocheira bicolor (Fabricius, 1804) I Q138 N
Mesoplia cf. bifrons I 5 N
Paratrigona lineata (Lepeletier, 1836) II ? P
Plebeia flavocincta (Cockrell, 1912) I ? P
Plebeia sp. I ? P
Trigona spinipes (Fabricius, 1793) ILII e IV ? N/P
Trigonisca pediculana (Fabricius, 1804) II ? P
Xylocopa (Megaxylocopa) frontalis (Olivier, 1789) I ? N
Xylocopa (Neoxylocopa) grisescens Lepeletier, 1841 III ? N
Colletidae

Hylaeus sp. 1 I QI3 P
Hylaeus sp. 2 I 3 P
Halictidae

Augochlora (Augochlora) sp. II ? P
Augochlora (Oxystoglossela) sp. II ? P
Dialictus (Chloralictus) sp.1 II ? P
Dialictus (Chloralictus) sp.2 I ? P
Pseudaugochlora pandora (Smith, 1853) II s P

O pico de atividade das abelhas em flores de Tabebuia impetiginosa ocorreu entre 9:00 e
12:00 horas (figura 3). Os polinizadores, Bombus brevivillus, Centris aenea, C. analis, C.
caxiensis, C. flavifrons, C. fuscata, C. tarsata, C. trigonoides, Euglossa melanotricha, E. cordata
e Eulaema nigrita tiveram maior freqiiéncia de visitas florais entre as 11:00 e 14:00h. O
comportamento dessas abelhas ¢ muito caracteristico e antes de uma visita elas pairam perante a
flor, pousam na abertura floral, entram na flor (contatando o estigma e posteriormente as anteras),
coletam o néctar e saem da flor na mesma posi¢do que entraram. Nessa categoria os machos e

fémeas de Centris fuscata foram os mais abundantes (tabela 3).
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Tabela 3. Freqiiéncia de visitantes por espécie em flores de Tabebuia impetiginosa ao longo dos trés dias de observagdo no Parque Nacional do Catimbau,
Buique, Pernambuco (n = 45). Grupos: Centris (Centris analis, C. caxiensis, C. tarsata, C. trigonoides e C. sp.); Ceratina (Ceratina maculifrons e C. sp.);
Frieseomelita (Frieseomelita varia e F francoi); Halictidae (Augochlora (Augochlora) sp., Augochlora (Oxystoglossela) sp. e Pseudaugochlora pandora) e

Plebeia (Paratrigona lineata, Plebeia flavocinta e P. sp).

Horario
n° de visitas/espécie 6- 7- 8- 9- 10- 11- 12- 13- 14- 15- 16- 17- Total
6:30h  7:30h 8:30h 9:30h 10:30h 11:30h 12:30h  13:30h  14:30h 15:30h 16:30h 17:30h

Centris fuscata 0 15 7 11 10 10 22 9 3 1 3 0 91
Centris aenea 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Euglossa melanotricha 0 0 0 2 3 0 3 4 3 0 0 0 15
Grupo Centris 0 0 10 11 13 41 16 25 25 26 7 2 176
Grupo Ceratina 0 1 1 2 4 0 1 2 2 0 0 0 13
Grupo Frieseomelitta 0 0 0 1 5 11 3 6 1 0 0 0 27
Grupo Halictidae 0 0 0 3 0 0 1 0 0 2 0 0 6
Grupo Plebeia 0 0 5 13 6 2 6 0 3 0 0 0 35
Trigona spinipes 2 8 15 22 17 7 6 9 11 7 3 1 108
Xylocopa frontalis 0 13 6 15 4 1 0 3 0 1 0 0 43
Xylocopa grisescens 0 0 0 4 0 9 2 0 7 2 2 8 34
Total 2 37 44 85 62 81 60 58 55 39 15 11 549
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Os visitantes legitimos, coletores de polen (categoria II), tiveram uma maior atividade
entre as 9:00 e 11:00 horas (figura 3). Essas abelhas permaneceram varios minutos dentro da flor
coletando graos de podlen diretamente das anteras e constantemente contataram os estigmas.
Abelhas do género Plebeia e Frieseomelita sdao as mais abundantes da categoria II. Os pilhadores
primarios de néctar Trigona spinipes, ¢ abelhas do género Xylocopa (categoria I1I) apresentaram
um pico de atividade entre 8:00 e 11:00 horas, sofrendo uma queda brusca a partir das 13:00

horas. T. spinipes foi o visitante mais frequente dessa categoria (tabela 3).

—&— Visitantes legitimos, coletores
60 de néctar
—O— Visitantes legitimos, coletores
50 4 de polen
—a— Visitantes ilegitimos, pilhadores
primarios de néctar

40 |

30 +

20 +

Numero de visitantes

10 +

Horario

Figura 3. Freqiiéncia de visitantes por categoria em flores de Tabebuia impetiginosa ao longo dos trés dias de

observacdo no Parque Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco (n = 45; trés dias, 18h, de observagao).

A freqiiéncia de visitas foi comparada em flores de diferentes idades. As abelhas
diferiram flores do primeiro, segundo e terceiro dia de antese em Tabebuia impetiginosa (figura
4). A taxa de visitagdo em flores do primeiro dia com guia de néctar amarelo foi, em média 27
visitas por dia, caindo para oito em flores do segundo dia com guia alaranjado ¢ duas em flores
do terceiro dia nas quais a coloragdo do guia de néctar ndo se diferencia do resto da corola. A
diferenca no numero de visitas em flores do primeiro, segundo e terceiro dia de antese foi

significativa (F = 70.103; g.1 =2 p < 00001) e o teste de Tukey mostrou diferenga significativa
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entre todos os pares testados (p < 0,005). As visitas as flores do quarto dia em diante nao

diferiram daquelas apds mudanca floral.

6.5
6.0
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5.0 E
45

4,0
35

3,0

t
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1,5 E

1,0

raiz quadrada do n° de visitas

0,5

1° dia 2° dia 3° dia
Idade das flores

Figura 4. Numero de visitas por flor do primeiro, segundo e terceiro dia de abertura em Tabebuia impetiginosa no
Parque Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco (n = 15 por dia, observagdes entre 6 € 17 h em intervalos de 30

minutos por hora, durante trés dias). A diferenga entre todos os tratamentos € significativa (p < 0,005).

O monitoramento da posi¢do dos lobulos estigmaticos ao longo do primeiro dia e no
segundo e terceiro dia mostram que as 6:00 h todos os estigmas encontravam-se abertos,
enquanto a partir das 9:00 h 16% estavam fechados, chegando a 76% no fim da tarde. Essa

porcentagem praticamente ndo mudou para flores do segundo e terceiro dia (figura 5).

30
25 A
20
15

10

Numero de estigmas

06:00 09:00 13:00 17:00 2° dia 3°dia

& Estigma aberto 0O Estigma fechado

Figura 5. Posig@o do estigma ao longo do primeiro dia de antese ¢ em flores do segundo e terceiro dia em Tabebuia

impetiginosa no Parque Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco (n = 25).
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O monitoramento das injurias feitas nas flores de Tabebuia impetiginosa mostrou uma
taxa de pilhagem de 66% (figura 6). As abelhas do género Xylocopa foram ativas na pilhagem,
atingindo 41% das flores contadas. Todas as espécies de Xylocopa tiveram um padrao de
pilhagem muito semelhante, visitando diversas flores de um mesmo individuo, pousando
brevemente (entre 2 ¢ 5 segundos) sobre a regido adaxial da flor sem entrar em contato com as
anteras e estigmas e fazendo uma fenda longitudinal com sua gélea na base da corola, regido da
camara nectarifera (figura 1¢). Em aproximadamente 16 min uma fémea de X. grisescens pilhou
258 flores de um individuo de 7. impetiginosa com cerca de 4 metros de altura sem diferenciar

flores de diferentes idades.

g Trigona spinipes
0O Xylocopa spp.
m Xylocopa spp. + Trigona spinipes

0 nao pilhada

Figura 6. Taxa de pilhagem em flores de Tabebuia impetiginosa e seus respectivos pilhadores no Parque Nacional

do Catimbau, Buique, Pernambuco.

Operarias de Trigona spinipes foram responsaveis pela pilhagem de 40% das flores. Para
ter acesso a base do ovario, onde fica situado o disco nectarifero, essas abelhas permaneceram
muito tempo nas flores, recortando com a mandibula o célice e a base da corola. Essa atividade
formou grandes orificios na regido mencionada. 7. spinipes foi registrada também como
pilhadora de polen. Nesse caso, antes mesmo da abertura floral, essa abelha perfurava a regidao da
corola onde ficavam os 6rgdos reprodutivos € muitas vezes arrancavam as anteras e danificavam
os estigmas (figura 1d). No campo, os individuos de Tabebuia impetiginosa que sofreram uma
alta taxa desse tipo de pilhagem perderam praticamente todos os botdes florais e ndo formaram
nenhum fruto. Durante a atividade de pilhagem 7. spinipes apresentou um comportamento
agressivo perante outros visitantes. Diversas flores de 7. impetiginosa foram comidas

inteiramente por uma espécie de gafanhoto muito comum na éarea de estudo (figura le).
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A base do calice e corola de 150 flores foi protegida contra pilhadores com filme
transparente de PVC. Fémeas de Xylocopa e operérias de Trigona spinipes tentaram perfurar a
protecao sem sucesso. As flores protegidas contra pilhadores formaram mais frutos (27) do que

as flores sem protecao (13) e essa diferenca foi significativa (x> =4,9; g.1=1; p <0,05).

DISCUSSAO

Tabebuia impetiginosa apresenta flores melitofilas, classificadas por Gentry (1980) como
tipo-Anemopaegma, polinizadas por abelhas de médio e grande porte. O padrao de flora¢do ¢ do
tipo cornucopia (Gentry, 1974a, 1974b), ou seja, espécies que disponibilizam um grande numero
de flores ao longo de poucas semanas. Entre as espécies do género Tabebuia esse parece ser o
padrdo mais comum e também foi registrado em outros estudos (Gentry, 1974a, 1974b; Frankie
et al., 1983; Borrero, 1972; Barros, 2001; Souza et al., 2004).

O presente estudo também mostra que os principais polinizadores de Tabebuia
impetiginosa sao abelhas como Centris fuscata, C. trigonoides, C. tarsata, C. caxiensis e Centris
sp. Estas abelhas apresentaram alta freqiiéncia de visita, tamanho corporal adequado, contataram
anteras e estigmas e voaram abundantemente entre diferentes individuos de 7. impetiginosa.
Outras abelhas como Centris analis, C. flavifrons, Euglossa cordata, E. melanotricha, Eulaema
nigrita, € Bombus brevivillus também sdo polinizadores efetivos, porém sdao menos importantes
na area de estudo devido a sua baixa freqiiéncia. Segundo Barros (2001) as abelhas do género
Centris também foram os polinizadores efetivos de Tabebuia aurea e T. ochracea. Silberbauer-
Gottsberger e Gottsberger (1988) indicaram abelhas desse género como uns dos principais
polinizadores de Bignoniaceae no Cerrado brasileiro.

Operarias de varias espécies de abelhas sem ferrdo como Frieseomelita varia, F. francoi,
Plebeia flavocincta, Plebeia. sp., Paratrigona lineata e Trigona spinipes coletaram polen em
flores de Tabebuia impetiginosa em visitas legitimas, mas, apesar de contatarem as anteras e
estigmas durante a visita floral, ndo foram polinizadores efetivos. Essas operarias nao efetuaram
polinizagdo cruzada, pois encheram suas corbiculas em flores de um mesmo individuo e depois
retornaram para seus ninhos.

Trigona spinipes, Xylocopa frontalis e X. grisescens foram os principais pilhadores de
néctar de Tabebuia impetiginosa. Enquanto as espécies de Xylocopa perfuravam a base da corola

para retirar néctar sem gerar maiores prejuizos fisicos para a flor, a agdo de Trigona spinipes
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causou injurias nos ovarios € at¢ mesmo o aborto de flores. A redugdo da quantidade de néctar
disponivel para os polinizadores, no entanto, poderia ter um efeito positivo indireto no sucesso
reprodutivo da planta, uma vez que obrigaria os polinizadores efetivos a visitar mais flores e a
voarem maiores distdncias para conseguir coletar a mesma quantidade de néctar que coletariam
sem a interferéncia dos pilhadores (Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger, 1988; Vieira et al.,
1992; Barros, 2001; Dutra e Machado, 2001). Milet-Pinheiro (dados ndo publicados), estudando
Jacaranda rugosa, verificou que o tempo de permanéncia dos polinizadores efetivos nas flores
depende da disponibilidade de néctar.

Flores protegidas contra a agcdo de pilhadores formaram mais frutos do que flores sem
protecao. Esses resultados demonstram que a ag¢do dos pilhadores gerou um efeito negativo no
sucesso reprodutivo de Tabebuia impetiginosa. Isso se deve principalmente a acdo destrutiva de
Trigona spinipes. A literatura indica que o efeito da ag¢do de pilhadores no sucesso reprodutivo da
planta pode ser positivo (Higashi et al., 1988; Navarro, 2000; Richardson, 2004b), neutro
(Zimmerman e Cook, 1985; Arizmendi et al., 1996) ou negativo (Traveset et al., 1998; Irwin e
Brody, 1999). No entanto, a a¢do de pilhagem de abelhas do género Trigona sempre esta
relacionada a um efeito negativo, seja pelo prejuizo direto a flor e gineceu ou pelo
comportamento agressivo dessas abelhas que terminam afugentando os polinizadores efetivos
(Roubik, 1982, 1989; Laroca e Almeida, 1985; Sazima e Sazima, 1989).

Tabebuia impetiginosa ¢ uma espécie auto-incompativel obrigatoria que depende de
abelhas para sua polinizagdo. A taxa de frutificacdo natural muito baixa (8% no local de estudo)
em relacdo a poliniza¢ao cruzada manual evidencia uma forte limitagcdo de polinizagao. Isto pode
ser resultado da pilhagem destrutiva nas flores por Trigona spinipes, mas também um resultado
da floragdo em massa. Segundo Bawa (1974) e Gentry (1978) a maior desvantagem para plantas
auto-incompativeis com floracdo em massa ¢ que os polinizadores visitam muitas flores em um
mesmo individuo, aumentando a geitonogamia sem promover a formagao de frutos. As flores de
T. impetiginosa possuem um estigma bilobado sensitivo que fecha apods estimulos mecanicos. Os
estigmas permanecem fechados apds a deposicao de pdlen co-especifico, seja de flores do mesmo
individuo ou de flores de outros individuos, ficando indisponiveis para posterior deposi¢do de
polen. Visitas consecutivas dos polinizadores a flores de um mesmo individuo geram
conseqiientemente um elevado grau de aborto nesta espécie. Pinto ef al. (2005), estudando

Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae), uma espécie com floracdo em massa, evidenciou que
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apenas as duas primeiras visitas consecutivas em um mesmo individuo foram eficientes em
formar frutos e que as visitas seguintes promoveriam apenas a deposicao de podlen de flores do
mesmo individuo o que ndo resulta em fecundagao.

Em outras espécies da familia Bignoniaceae a limitagdo na produgdo de frutos tem sido
associada ainda a uma baixa freqiiéncia de visita dos polinizadores (Bertin, 1982; Vieira et al.,
1992), o que ndo ¢ o caso de Tabebuia impetiginosa. Polinizadores efetivos sdo os Unicos
visitantes capazes de levar ao fechamento estigmatico em Bignoniaceae (Stephenson e Thomas,
1977; Bertin, 1982; Richardson, 2004a; Shu-Xiang et al., 2004). A maioria dos estigmas em
flores do primeiro, segundo e terceiro dia de antese em Tabebuia impetiginosa estava fechada o
que demonstra que producao de frutos, nesse estudo, nao foi limitada pela baixa freqiiéncia de
polinizadores.

As flores dessa espécie tém uma longevidade de 5-7 dias e a polinizagdo nao altera sua
duracdo nem o processo de mudanga de cor dos guias de néctar, como tem sido demonstrado em
outras espécies (Gori, 1983; Weiss, 1991, 1995; Doorn, 1997; Weiss e Lamont, 1997; Martini et
al., 2003). As flores velhas permanecem contribuindo para a atracdo dos visitantes a grande
distancia. Segundo Vieira et al. (1992) a grande quantidade de flores pode incrementar a atragao
a longa distancia de visitantes florais e ser particularmente importante em situagdes de
competi¢cdo por polinizadores. A presenga do guia de néctar em flores jovens tem um papel chave
nesse sentido, uma vez que destaca flores novas, geralmente ndo polinizadas. O presente estudo
mostrou que a mudanca da cor do guia de néctar ¢ um sinal para os visitantes florais. Estes
aprendem a associar a cor amarela do guia com a presenca de néctar nas flores jovens. Com isto
os polinizadores economizam energia e diminuem as visitas florais no mesmo individuo o que

favorece a polinizac¢ao cruzada.
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Milet-Pinheiro et al.— Estigmas sensitivos em cinco espécies de Bignoniaceae.
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Resumo

As Bignoniaceae possuem estigmas bilobados sensitivos que fecham ao serem estimulados. No
Parque Nacional do Catimbau e Chapada Diamantina, cinco espécies dessa familia
(Anemopaegma laeve, Arrabidaea limae, Jacaranda rugosa, J. irwinii € Tabebuia impetiginosa)
foram manipuladas experimentalmente para determinar os fatores que estdo envolvidos no
mecanismo de fechamento e reabertura dos estigmas. O estudo mostrou que qualquer estimulo
mecanico foi capaz de promover o fechamento estigméatico, no entanto, apenas a deposicao de
polen co-especifico viavel (autopolinizagdo e polinizacdo cruzada) o manteve permanentemente
colapsado. Os estigmas de Arrabidaea limae foram os unicos que reabriram ap6s a polinizagao.
O fechamento definitivo pode ter um efeito negativo no sucesso reprodutivo das plantas
envolvidas, uma vez que indisponibiliza os estigmas para deposi¢des polinicas posteriores. Em
espécies auto-incompativeis com floracdo em massa, cujos polinizadores efetuam diversas visitas
em um mesmo individuo e, conseqiientemente promovem a geitonogamia, o fechamento

definitivo do estigma deve promover uma grande perda de flores.

Palavras-chave: Bignoniaceae, sensitividade estigmatica, polinizacao, auto-incompatibilidade,

Nordeste brasileiro
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Introducao

A sensitividade estigmatica tem sido descrita na literatura como uma caracteristica
exclusiva da ordem Scrophulariales, mais especificamente das familias Bignoniaceae,
Lentibulariaceae, Martyniaceae e Scrophulariaceae (Newcombe, 1922, 1924). Entre as
Bignoniaceae esse fendmeno deve ser regra. Stevens (1994), estudando 18 espécies de
Bignoniaceae no Cerrado, observou que todas apresentavam esse fendmeno. Segundo Newcombe
(1922, 1924) e Fetscher e Kohn (1999) as espécies vegetais com estigmas sensitivos
compartilham caracteristicas em comum como flores hermafroditas, corolas tubulares e estigmas
bilobados.

O significado evolutivo e funcional do comportamento estigmatico vem despertando o
interesse de cientistas desde o século XIX (Darwin, 1876; Newcombe, 1922, 1924; Stephenson e
Thomas, 1977; Bertin, 1982; Fetscher e Kohn, 1999; Fetscher, 2001; Shu-Xiang, et al., 2004).
Varias hipoteses foram sugeridas para explicar o significado do fechamento do estigma: prevenir
a autopolinizagdo (Newcombe, 1922, 1924; Ritland e Ritland, 1989; Fetscher ¢ Kohn, 1999),
facilitar a polinizagdo cruzada (Fetscher e Kohn, 1999; Li et al., 2001), aumentar a captura e
retencao de graos de pdlen (Thieret, 1976), reduzir a interferéncia entre recep¢do e exportacao de
polen dentro da flor (Webb e Lloyd, 1986; Fetscher, 2001; Fetscher et al., 2002), aumentar a
exportacao de polen (Fetscher e Kohn, 1999; Fetscher et al., 2002) e por fim, fornecer condig¢des
mais favoraveis para a germinagdo dos graos de polen (Newcombe, 1922, 1924). Todas estas
explicagdes propostas, porém, nao sao excludentes entre si, € o fechamento pode, dependendo da
espécie, ter fungdes e/ou respostas diferentes (Newcombe, 1922, 1924).

Ao ser tocado por um visitante floral o estigma fecha, ficando assim indisponivel para
deposicao polinica até uma eventual reabertura. Esse comportamento deve ter um efeito direto no
sucesso reprodutivo da planta e ¢ alvo do presente estudo. Para varias espécies foi demonstrado
que o fechamento do estigma pode ser permanente (Newcombe, 1922, 1924, Bertin, 1982; Singh
e Chauhan, 1996; Shu-Xiang et al., 2004), mas ndo se sabe quais fatores determinam esse
fechamento definitivo. Nossa hipdtese considera que o fechamento estigmatico definitivo em
todas as espécies esta relacionado a deposicao de graos de polen co-especificos no estigma.

No Parque Nacional do Catimbau, uma reserva no interior de Pernambuco, Nordeste do
Brasil, existe pelo menos cinco espécies de Bignoniaceae (Rodal et al.,1998; Andrade et al.,

2004), todas com estigmas bilobados sensitivos. Nesse estudo procuramos responder as seguintes
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questdes: 1) que estimulos determinam o fechamento e reabertura estigmatica? 2) o que
determina o fechamento definitivo do estigma? 3) o mecanismo cansa apds alguns fechamentos e

reaberturas? 4) a resposta de fechamento segue o mesmo padrao nas diferentes espécies?

Material e métodos

Area de estudo — O estudo foi realizado no Parque Nacional do Catimbau, com cerca de 62mil
hectares e situado entre os municipios de Buique, Tupanatinga e Ibimirim, Pernambuco, Brasil
(Andrade et al. 2004). A fitofisionomia da regido ¢ predominantemente arbustiva com individuos
perenifolios, poucos elementos arboreos e estrato subarbustivo denso. (Rodal et al., 1998;
Andrade et al., 2004). A temperatura e precipitacdo médias anuais sdo de respectivamente 25°C e
1.095,9 mm com maior pluviosidade entre os meses de abril a junho (SUDENE, 1990).

A espécie Jacaranda irwinii Gentry foi acompanhada na cidade Lengois, Chapada
Diamantina, Bahia, Brasil. A temperatura média anual, segundo dados do INEMET, ¢ de 23,1°C
e a precipitacdo pluviométrica anual ¢ de 1445,3 mm. A vegetagdo predominante ¢ um cerrado
gramineo-lenhoso com elementos de campo rupestre (Martins, 1995).

Espécies estudadas — O estudo foi feito com cinco espécies de Bignoniaceae, Tabebuia
impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl., Jacaranda rugosa Gentry, J. irwinii, Anemopaegma laeve
DC. e Arrabidaea limae Gentry. Essas espécies apresentam flores grandes, hermafroditas
tubulares (figura 1), quatro estames didinamos e estigma bilobado sensitivo. A espécie J. rugosa,
endémica da regido de Buique, e J. irwinii possuem um estaminédio bem desenvolvido

caracteristico do género (Gentry, 1980, 1992).
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Figura 1. Aspecto geral das flores hermafroditas de cinco espécies de Bignoniaceae. A) Tabebuia impetiginosa, B)
Jacaranda rugosa C) J. irwinii, D) Arrabidaea limae ¢ E) Anemopaegma laeve. Todas as espécies, com excegdo de

J. irwinii endémica da Chapada diamantina, foram estudadas no Parque Nacional do Catimbau.
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Desenho experimental — Foram realizados dois experimentos padrdes para compreender o
comportamento estigmatico das espécies. No primeiro, para verificar a que tipo de estimulo o
fechamento estigmatico responde € o que determina seu fechamento definitivo, foram realizados
seis tratamentos: 1) toque mecanico; 2) deposicao de graos de polen co-especifico de individuos
diferentes; 3) deposicao de podlen co-especifico do mesmo individuo 4) deposi¢cdo de areia; 5)
deposigao de polen de Ipomoea, Convolvulaceae ¢ 6) deposigao de poélen co-especifico morto. Os
graos de pdlen para este ultimo tratamento foram inviabilizados em banho maria a 65° C por uma
hora. Todas as flores utilizadas no experimento foram previamente ensacadas. Cada tratamento
foi repetido seis vezes para as espécies Tabebuia impetiginosa, Jacaranda rugosa € J. irwinii e
15 vezes para Anemopaegma laeve e Arrabidaea limae. A posi¢ao do estigma logo apos o
estimulo, duas horas apos, ao final do dia e nos dias posteriores foi registrada. A produgdo de
frutos foi acompanhada em todas as espécies, com excecao de J. irwinii, para verificar o sistema
reprodutivo.

No segundo experimento foi determinado o tempo de fechamento e reabertura estigmatica
apdés o toque mecanico. Para isso foram utilizadas 15 flores de cinco individuos previamente
ensacadas. Apos a reabertura dos estigmas toques mecanicos adicionais foram efetuados para
verificar a continuidade da sensitividade dos estigmas. Por fim, em Tabebuia impetiginosa, foram
feitos toques mecanicos em estigmas de flores do primeiro, segundo e terceiro dia de antese para
evidenciar se existe diferenca no tempo de fechamento entre flores de diferentes idades. Para
verificar se a diferenga entre o tempo de fechamento das flores de diferentes idades ¢
significativa utilizou-se o teste ANOVA (Zar, 1999). O teste Tukey foi utilizado para comparar a
diferenca entre os pares, enquanto o de Kolmogorov-Smirnov verificou a normalidade das
amostras. Todos os testes acima mencionados foram realizados a partir do Software Statistica

versao 6.0 (Statsoft, 2001).

Resultados

O fechamento do estigma das espécies estudadas estd relacionado a qualquer estimulo
mecanico. Com a exce¢do de Arrabidaea limae, o fechamento definitivo ocorre apenas apds a
deposi¢do de pdlen co-especifico viavel no estigma. Nao existe diferenca entre os tratamentos de
autopolinizacdo e polinizag¢do cruzada. Em 4. /imae a maioria dos estigmas voltou a abrir mesmo

apos a deposicao de graos co-especificos (Tabela 1).
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Tabela 1: Posi¢do do estigma em flores de cinco espécies de Bignoniaceae apds o estimulo. EF - Estigma fechado e
EA - estigma aberto. As flores das duas espécies de Jacaranda t€m um dia de longevidade, enquanto as outras

duram entre 3 e 7 dias.

Posiciio do estigma

Tratamento/espécie logo apés | 2h apdéso | finaldo | 1 dia 2 dias

0 estimulo | estimulo dia apos apos
EF EA | EF EA | EF EA|EF EA| EF EA

Tabebuia impetiginosa

Toque mecénico 6 0 0 6 0 6|10 6 0 6

Polinizagao cruzada manual 6 0 6 0 6 0|6 0 6 0

Autopolinizagdo 6 0 6 0 6 0|6 0 6 0

Deposicao de areia 6 0 0 6 0 6 |0 6 0 6

Deposigdo de polen de Ipomoea sp. 6 0 0 6 0 6|10 6 0 6

Deposigdo de pélen co-especifico inviavel 6 0 0 6 0 6|0 6 0 6

Jacaranda irwinii

Toque mecanico 6 0 0 6 0 6

Polinizacdo cruzada manual 6 0 6 0 6 0

Autopolinizagdo 6 0 6 0 6 0

Deposigdo de areia 6 0 0 6 0 6

Deposigao de polen de Ipomoea sp. 6 0 0 6 0 6

Deposicao de polen co-especifico inviavel 6 0 0 6 0 6

Jacaranda rugosa

Toque mecéanico 6 0 0 6 0 6

Polinizagao cruzada manual 6 0 6 0 6 0

Autopolinizagdo 6 0 6 0 6 0

Deposicao de areia 6 0 0 6 0 6

Deposigdo de polen de Ipomoea sp. 6 0 0 6 0 6

Deposi¢do de pélen co-especifico inviavel 6 0 0 6 0 6

Anemopaegma laeve

Toque mecéanico 15 0 1 14 0O 150 15| 0 15

Polinizacdo cruzada manual 15 0 15 0 15 0|15 0 15 0

Autopolinizagio 15 0 15 0 4 1 (14 1 14 1

Deposigdo de areia 15 0 6 9 3 1210 15] 0 15

Deposicgao de polen de Ipomoea sp. 15 0 4 11 0O 150 15} 0 15

Deposicdo de polen co-especifico inviavel 15 0 7 8 1 14| 0 15 15

Arrabidaea limae

Toque mecéanico 15 0 2 13 2 1310 15] 0 15

Polinizagao cruzada manual 15 0 15 0 11 4|16 9 5 10

Autopolinizagdo 15 0 8 7 5 102 13 1 14

Deposicao de areia 15 0 5 10 1 1410 15| 0 15

Deposigdo de polen de Ipomoea sp. 15 0 1 14 1 1410 15| 0 15

Deposic¢ao de polen co-especifico invidvel 15 0 0 15 0O 150 15} 0 15
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Jacaranda rugosa, Tabebuia impetiginosa, ¢ Anemopaegma laeve formaram frutos

apenas no tratamento de polinizacdo cruzada (tabela 2). As flores de Arrabidaea limae nao

formaram frutos em nenhum tratamento.

Tabela 2. Formagao de frutos no experimento de fechamento estigmatico nas cinco espécies estudadas. *formacéo de

frutos ndo acompanhada.

Tratamento/espécie Flores frutos sucesso (%)
Tabebuia impetiginosa

Polinizag¢do cruzada manual 6 2 33
Autopolinizagdo manual 6 0 0
Jacaranda irwinii*

Poliniza¢do cruzada manual 6 - -
Autopoliniza¢do manual 6 - -
Jacaranda rugosa

Poliniza¢do cruzada manual 6 2 33
Autopolinizagdo manual 6 0 0
Anemopaegma laeve

Polinizag¢ao cruzada manual 15 9 60
Autopolinizagdo manual 15 0 0
Arrabidaea limae

Polinizacdo cruzada manual 15 0 0
Autopolinizagdo manual 15 0 0

O tempo de fechamento estigmatico médio nas espécies Anemopaegma laeve e

Arrabidaea limae, respectivamente 69 e 76s, foi mais lento do que em Tabebuia impetiginosa

que levou 16,41s, Jacaranda rugosa, 23s e Jacaranda irwinii, 24s (figura 2). Os estigmas das

espécies levaram em média entre 38 e 66 minutos para reabrir ap6s o estimulo (figura 3).

Tempo de fechamento (s)
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60
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40
30
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Anemopaegma Arrabidaea
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rugosa
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Figura 2. Tempo médio e desvio padrdo do fechamento estigmatico no experimento de toque mecanico para as cinco

espécies estudadas (n = 15).
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Tempo de reabertura (min)

Anemopaegma Arrabidaea Tabebuia Jacaranda  Jacaranda
leave limae impetiginosa rugosa irwinii

Figura 3. Tempo médio e desvio padrdo em minutos da reabertura do estigma no experimento de toque mecanico

para as cinco espécies estudadas (n = 15).

Os toques mecanicos realizados apds as reaberturas estigmaticas mostraram que o
mecanismo de fechamento e reabertura em todas as espécies ndo cessa. Isso significa que
enquanto ndo ocorrer deposi¢ao de pdlen co-especifico os estigmas continuam apresentando esse
funcionamento.

Em Tabebuia impetiginosa foi verificado quanto tempo os estigmas de flores do primeiro,
segundo e terceiro dia de antese levaram para fechar. Os estigmas permaneceram sensitivos,
apesar do tempo do fechamento dos mesmos em flores do primeiro, segundo e terceiro dia ser
significativamente diferente (F = 92,49; g.1 = 2; p < 0,00001, figura 4). A resposta do estigma ao
estimulo em flores jovens foi mais rapida do que em flores mais velhas, levando até mais do que
2 minutos para fechar em flores do terceiro dia. O teste de Tukey mostrou diferenca significativa

entre as flores de todas as idades (p < 0,001).
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Figura 4. Tempo de fechamento estigmatico em flores do primeiro, segundo e terceiro dia de antese em Tabebuia
impetiginosa (n=10; média e intervalo de confianga). A diferenca entre todos os tratamentos ¢ significativamente

diferente (p < 0,001).

Discussao

Os resultados deste estudo mostram que graos de polen vidveis e co-especificos sao
reconhecidos no estigma, uma vez que, para todas as espécies com exce¢do de Arrabidaea limae,
o fechamento definitivo dos estigmas ocorreu apenas nos tratamentos manuais de autopolinizagao
e polinizagdo cruzada. Diversos trabalhos realizados em espécies de Bignoniaceae té€m
evidenciado que apds sofrer polinizacdo cruzada os estigmas podem ndo abrir novamente
(Stephenson e Thomas, 1977; James e Knox, 1993; Singh e Chauhan, 1996; Richardson, 2004) e
que uma eventual reabertura secundaria estaria relacionada a limitada deposi¢ao de podlen na
superficie estigmatica (Bertin, 1982; Fetscher e Kohn, 1999; Shu-Xiang et al., 2004). Segundo
Shu-Xiang e colaboradores (2004), em Campsis radicans (L.) Seem. ex. Bureau. o estigma fecha
definitivamente apods autopolinizagdo e polinizagdo cruzada.

Linskens (1976) atribui o fechamento do estigma a perda de turgor das células que
compreendem o tecido estigmatico. Segundo esse autor, a germinagdo de polen e o subseqiiente
crescimento do tubo polinico, um processo no qual a dgua ¢ desviada do tecido envolvendo o
pistilo para o crescimento do tubo, provavelmente mantém o estigma no estado fechado.
Newcombe (1922, 1924), estudando espécies de Bignoniaceae, encontrou uma maior taxa de
germinacao de graos de pdlen em estigmas fechados do que em abertos. Um dos significados do

fechamento do estigma seria incrementar a germinagdo de pdlen em ambientes secos, uma vez
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que o fechamento do mesmo propiciaria condigdes favoraveis a germinagdo dos graos. Segundo
Raven (1996) uma vez em contato com o estigma, o grao de pdlen absorve agua e inicia o
processo de germinagdo. Assim sendo, o tempo que os estigmas das espécies estudadas
permanecem fechado apds um toque mecanico (no minimo 38,3min) seria suficiente para o inicio
do processo de crescimento do tubo polinico e, conseqiientemente, para que o estigma nao abra
novamente.

Em Arrabidaea limae apenas cinco estigmas do tratamento de polinizagdo cruzada e um
do tratamento de autopolinizagdo permaneceram fechados. Nao temos explicagdo para a reagao
diferente desta espécie, incluindo a ndo formacao de frutos. Carvalho (com. Pessoal) verificou
que A. limae nao formou frutos em flores polinizadas manualmente (n = 130) e que, apesar do
grande numero de repeticdes (n = 1660) apenas um fruto foi formado naturalmente. Fetscher e
Kohn (1999), estudando Mimulus aurantiacus (Scrophulariaceae), relacionaram o fechamento
estigmatico definitivo ao numero de ovulos fertilizados e ndo somente a carga polinica
depositada no estigma. A ndo formacao de frutos da espécie indica que poucos ou nenhum 6vulo
foi fertilizado, o que promoveria a reabertura na maioria dos estigmas.

Segundo Bawa (1974) e Gentry (1978) a maior desvantagem para plantas com floragdo em
massa ¢ a tendéncia dos polinizadores visitarem muitas flores em um mesmo individuo,
aumentando a geitonogamia. Para as Bignoniaceae, plantas com floragio em massa auto-
incompativeis (Bawa, 1974; Frankie et al., 1983; Gentry, 1990; Stevens, 1994) que possuem esse
mecanismo de fechamento estigmdtico, as visitas consecutivas podem prejudicar seu sucesso
reprodutivo. A deposicao de pdlen de um mesmo individuo determina o fechamento definitivo do
estigma em quatro das cinco espécies estudadas. No caso de plantas auto-incompativeis, isto
significa que somente as primeiras visitas de um polinizador numa determinada planta resultarao
na formacdo de frutos. Visitas posteriores aumentam o fluxo de polen geitondgamo e,
conseqiientemente indisponibiliza estigmas para eventuais deposi¢des polinicas. Pinto et al
(2005), estudando Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae), uma espécie com floracdo em
massa com um mecanismo de poliniza¢do altamente especializado, evidenciaram que apenas as
duas primeiras visitas em um mesmo individuo foram eficientes em formar frutos. As visitas

seguintes promoveram apenas a geitonogamia e nao resultaram em frutificagao.

Em muitas Bignoniaceae o tempo de fechamento do estigma ¢ menor do que o periodo de

permanéncia de polinizadores nas flores (Bertin, 1982). Em Jacaranda rugosa e Tabebuia
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impetiginosa a duragdo de uma visita floral poucas vezes durou mais que 10s (Milet-Pinheiro,
dados ndo publicados). Assim sendo, ¢ pouco provavel que o fechamento do estigma esteja
relacionado a redugdo da autopolinizacdo como sugerido para outras espécies (Newcombe, 1922,

1924; Ritland e Ritland, 1989; Fetscher ¢ Kohn, 1999).

O tempo de reabertura do estigma das espécies estudadas apds o toque mecanico, mesmo
sem ocorrer polinizagdo, varia em média entre 38 e 68min. Esse comportamento torna o estigma
indisponivel a deposicdo de graos de pdlen até sua reabertura e, conseqiientemente, teria um

efeito negativo temporario para o sucesso reprodutivo.
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CONCLUSOES

Tabebuia impetiginosa e Jacaranda rugosa sao espécies auto-incompativeis que
dependem exclusivamente de abelhas para sua polinizagdo. Abelhas da tribo Centridini e
Euglossini s3o seus principais polinizadores efetivos, enquanto 7rigona spinipes e espécies de
Xylocopa sao os pilhadores primdrios de néctar mais freqiientes. A a¢cdo das diferentes espécies
de pilhadores pode ter diferentes efeitos no sucesso reprodutivo das plantas. Enquanto a
diminuicao da disponibilidade de néctar pode induzir um acréscimo no nimero de visitas florais
e fluxo entre individuos vegetais pelos polinizadores, a agdo destrutiva de Trigona spinipes
diretamente na flor reduz as chances de desenvolvimento de frutos. Assim, a baixa taxa de
frutificagdo natural encontrada nas espécies estudadas esta relacionada a dois fatores: 1) a agdo
Trigona spinipes nas flores e 2) a alta taxa de geitonogamia, associada ao fechamento definitivo
dos estigmas sensitivos apos deposicdo de polen co-especifico. Estigmas sensitivos sao
exclusivos da ordem Scrophulariales. Nosso estudo indica que esse mecanismo poderia diminuir
o sucesso reprodutivo das plantas. Seria interessante avaliar a vantagem desse fendomeno
tigmondstico em espécies de Bignoniaceae que ndo apresentem floragdo em massa ou
cornucdpia. Em plantas que produzem poucas flores por dia durante um longo periodo de tempo

(steady-state), esses movimentos nao devem comprometer a producdo de frutos.
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