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RESUMO

As flores de Asclepiadoideae sdo as mais complexas das Eudicotileddneas. Todavia muitos de
seus sistemas de polinizacdo despertam duvidas sobre sua natureza generalista ou especialista.
Aqui, utilizamos trés espécies simpatricas de Caatinga para entender melhor esta quest&o.
Primeiramente tomamos Marsdenia megalantha cuja as flores possuem uma aparente
especializacdo para polinizagdo noturna e a corona esta associada a anteras em saia e nectarios
secundérios (estruturas incomuns na subfamilia). Descobrimos que a corona é principal
determinante da interacdo com polinizadores dada sua morfoanatomia e funcionamento.
Reforcamos nossas inferéncias a partir do comportamento dos visitantes florais. N&o
encontramos polinizadores efetivos, mas registramos uma pequena quantidade de flores com
deposito de polinias e frutos formados em uma propor¢do semelhante. Apesar disso, a espécie
é auto incompativel e depende de polinizadores para reproduzir. As demais espécies sdo do
género Ditassa. Suas flores sdo inconspicuas e aparentemente generalistas. Apesar de bastante
parecidas e de compartilharem seus grupos de polinizadores, D. capillaris é polinizada
principalmente por vespas e mariposas enquanto D. rothundifolia atrai principalmente
pequenas moscas. Buscamos esclarecer que atributos explicariam tais niveis de especializacdo
em flores tdo semelhantes. Em uma abordagem pioneira, mostramos como a
micromorfometria das flores (sobretudo as estruturas associadas ao néctar e atributos da
superficie da pétala) pode fornecer esta explicacdo. Além disso, ambas espécies de Ditassa
sdo polinizadas por formigas, um sistema raro nas Angiospermas, mas com alguns registros
em Asclepiadoideae. Verificamos que os atributos das flores de Ditassa se assemelham aos de
outras flores detentoras deste sistema (incluindo a autocompatibilidade e resisténcia a
secrecdo da glandula metapleural das formigas). Como sua morfologia é comum a toda
subtribo onde o género € incluso, acreditamos que este sistema seja mais comum do que é
atualmente conhecido. No que diz respeito as formigas, descobrimos que Seus grupos
funcionais podem auxiliar na previsdo de sua atuacéo e efetividade como polinizadoras, mas a
contribuicdo pode ndo ser tdo distinta. Assim, concluimos que a corona pode ser a principal
determinante da especializacdo funcional, a micromorfometria pode ser um fator para
pequenos niveis de especializacdo fenotipica e que formigas sdo uma alternativa para

polinizagcdo em casos de generalizacdo ecoldgica no grupo.

Palavras chave: Especializacdo. Generalizagdo. Marsdenia megalantha. Ditassa.

Morfologia Floral. Micromorfologia. Polinizacdo por Formigas



ABSTRACT

Asclepiadoideae flowers are the most complex of the eudicots. However many of their
pollination systems arouse doubts about its general or specialist nature. Here, we used three
Caatinga sympatric species to better understand this issue. First, taked Marsdenia megalantha
whose flowers have an apparent specialization for night pollination and its corona is
associated with anthers in skirt and secondary nectaries (unusual structures in the subfamily).
We found that corona is the main determinant of interaction with pollinators what’s related
with its morphoanatomy and operation. We reinforced our inferences from the floral visitors
behavior. Unfortunatelly, we have not found effective pollinators, but recorded a small
amount of flowers with pollinia deposit and fruits formed in a similar proportion.
Nevertheless, the species is self incompatible and the reproduction dependende of pollinators.
The other species are the Ditassa genre. The flowers are inconspicuous and apparently
generalists. Although very similar and share their groups of pollinators, D. capillaris is
mainly pollinated by wasps and moths while D. rothundifolia mainly attracts little flies. We
seek to clarify which attributes explain such specialization levels in so similar flowers. In a
pioneering approach, we show how the micromorphometrics flowers (especially the structures
associated with the nectar and attributes of the petal surface) can provide that explanation. In
addition, both Ditassa species are pollinated by ants, a rare system in Angiosperms, but there
is some records in Asclepiadoideae. We verified that the attributes of Ditassa flowers
resemble to those of other flowers which have this system (including the self-compatibility
and resistance to secretion of the metapleural ants glands). As its morphology is common to
all subtribe where the gender is included, we believe that this system is more frequent than is
currently known. With regard to the ants, we found that their functional groups can help in
prediction its performance and effectiveness as pollinators, but the contribution may not be
so distinct. Thus, we conclude that the corona may be the main determinant of the functional
specialization, micromorphometrics might be a factor for small levels of phenotypic
specialization and that ants are an alternative for pollination in case of ecological

generalization group.

Keywords: Specialization. Generalization. Marsdenia megalantha; Ditassa; Corone.

Floral Morphology. Micromorphology. Ant Pollination
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho busca entender como as flores morfologicamente complexas de
Asclepiadoideae interagem com diferentes polinizadores. Sua afamada complexidade
estrutural gera fortes expectativas sobre especializagdes em seus sistemas de polinizacéo.
Todavia, parece que esta condicdo ndo é tdo clara nesta subfamilia. Aqui estudamos trés
espécies de dois géneros: Marsdenia megalantha, Ditassa capillaris e D. rothundifolia. Nelas,
abordamos niveis de generalizagdo versus especializacdo em aspectos ecoldgicos, fenotipicos
e funcionais (ver mapa conceitual nas proximas paginas). A primeira espécie possui uma série
de peculiaridades frente ao restante da familia e aparenta forte especializacdo. As outras duas,
apesar de muito semelhantes e aparentemente generalistas, distinguem em seus principais
polinizadores. Além disso, ambas sdo polinizadas por formigas, permitindo pela primeira vez
elucidar, para esta subfamilia, aspectos deste raro sistema de polinizacao.

Antes de iniciar nossa abordagem, utilizamos uma breve fundamentacéo tedrica afim
de fornecer informag0es para o melhor entendimento deste trabalho. Inicialmente debatemos
alguns conceitos béasicos importantes para a compreensdo dos manuscritos. Sdo eles a
determinacdo de complexidade floral e as diferentes formas de generalizacdo ou
especializacdo. Em seguida descrevemos de forma precisa a morfologia e 0 mecanismo de
polinizacdo das flores de Asclepiadoideae. Por fim, localizamos as espécies estudadas dentro
da subfamilia e fornecemos algumas informacgdes genéricas sobre os sistemas de polinizacao
nas tribos e subtribos onde estéo inseridas.

No primeiro capitulo, abordamos aspectos fenotipicos e funcionais do sistema de
polinizacdo. Fizemos isso a partir de testes e descricdo do papel da singular corona de
Marsdenia megalantha. Neste trabalho, realizamos ensaios de coragdo de estruturas secretoras
e de néctar, descrevemos a anatomia da flor e 0 comportamento dos visitantes. Juntas, estas
informacBes nos permitiram entender o mecanismo de polinizacdo da espécie e esclarecer
algumas davidas frente a presenca de estruturas exclusivas da tribo Marsdenieae tais como
nectarios secundarios e anteras em saia. Tambem testamos sistema reprodutivo e efetividade
de polinizagéo e frutificacdo da espécie.

Em seguida, no segundo capitulo, partimos de uma especializacdo ecoldgica gerada
por diferentes frequéncias e efetividades de polinizadores compartilhados por duas espécies
de Ditassa. Esta informacdo provém de dados de observacdo de visitantes florais e testes

referentes as suas efetividades e frequéncias. Tais testes mostraram que pequenas moscas
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garantem a polinizacdo de D. rothundifolia, enquanto vespas e mariposas a de D. capillaris.
Assim, utilizamos a micromorfometria para verificar a existéncia de algum nivel de
especializacao fenotipica imperceptivel a olhos humanos, mas capaz de atuar sobre a atragdo e
interacdo dos visitantes gerando niveis de especializacdo ecoldgica. Nossos principais focos
neste trabalho foram sobre a apresentacdo de recurso, superficie das pétalas e estruturas
ligadas ao mecanismo de polinizacéo.

Por fim, no terceiro capitulo, ainda utilizando as espécies de Ditassa, analisamos pela
primeira vez a polinizagdo por formigas em Asclepiadoideae. Apesar de existirem outros
registros na subfamilia, estes sdo pouco precisos, anedoticos e nao trazem detalhes da
interacdo. Essa situacdo impede a compreensdo dos fatores fenotipicos que a possibilitam.
Sobretudo, porque a polinizacdo por formigas é muito rara entre as angiospermas e demanda
uma série de requisitos para que possa ocorrer. Nesse aspecto, destaca-se a resisténcia do
polen a secrecdo antibidtica da glandula metapleural das formigas, nunca antes testada entre
as Asclepiadoideae. Também nos atemos ao fato das formigas que promovem a polinizagéo se
tratarem de espécies com historias naturais altamente distintas. Assim, de forma inédita,
aproveitamos a ocasido para comparar seus comportamentos na atuacéo e efetividade como

polinizado
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ASCLEPIADOIDEAE (APOCYNACEAE): COMPLEXIDADE
MORFOLOGICA IMPLICA EM ESPECIALIZACAO?

Uma das informacdes mais recorrentes em toda a literatura utilizada na
elaboracdo desta dissertacdo € em relagdo a complexidade das flores de
Asclepiadoideae. Embora com distintos objetivos, perguntas e abordagens, todos 0s
autores ressaltam de alguma forma essa questdo. De fato, € dificil ndo considera-la
quando se tratam das flores mais morfologicamente especializadas e estruturalmente
complexas dentre as Eudicotiledoneas (ENDRESS & BRUYNS 2000; ENDRESS et
al., 1996). Em um nivel maior, considerando todas as Angiospermas, esta subfamilia é
equipardvel a Orchidaceae, a maior de todas as familias boténicas e com flores
altamente singulares (DRESSLER, 1993; MONDRAGON-PALOMINO, 2008).
Apesar disso, uma grande questdo é levantada quando se abordam as Asclepiadoideae:
Até onde a especializacdo morfoldgica reflete-se em um sistema de polinizagao
especializado?

Alguns autores tém tentado responder essa pergunta, sendo possivel destacar os
trabalhos de(OLLERTON et al., 2007; OLLERTON & LIEDE, 1997; WOLFF et al.,
2008). Segundo eles, parece que os sistemas de polinizacdo desta familia ndo se
encaixam de forma clara na dicotomia “generalista x especialista”. Tal situacdo abre um
amplo espaco para o estudo e debate sobre o que de fato é generalizacdo, utilizando a
familia como modelo. Mas para entender adequadamente essa relacdo entre a
complexidade floral e sistemas de polinizacdo especializados é importante compreender
bem o que cada um destes conceitos aborda.

2.2 DETERMINACAO DE COMPLEXIDADE FLORAL

A nocédo de complexidade floral, leva em conta um arranjo floral particular que
afasta-se de um padrdo mais simples que € caracterizado por simetria actinomorfa,
verticilos separados e com muitas pecas livres. No caminho oposto, em favor da
complexidade, encontramos, alteracGes da simetria, conagdes, adnacdes, alteracbes de

funcionalidade nos verticilos ou modificagdes ou surgimento de estruturas peculiares
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em alguma parte da flor. Alguns exemplos séo calices com calcares, pétalas-estandarte,
anteras vibrateis, estigmas em carretel, entre outros. Todos estes atributos sdo
amplamente explorados por botanicos ou naturalistas treinados em morfologia
comparativa como é o caso de (ENDRESS et al., 1996; FAEGRI & PIL, 1979;
FRAME, 2003; PROCTOR et al., 1996; VOGEL, 2006). Existe uma forte inclinacao
em associar complexidade floral a especializacdo, seja ela no aspecto evolutivo (tornar-
se mais derivado a partir de um ancestral) ou no sistema de poliniza¢do (caso onde ha
especificidade de polinizadores). Apesar de existirem plantas cuja 0s ancestrais
possuiam flores mais arrojadas morfologicamente, caso de plantas anemdfilas, onde
especializar-se nao implica em tornar-se mais complexo (BLASER, 1941; RUDALL et
al., 2005). No caso das Asclepiadoideae, seus ancestrais dentro de Apocynaceae
possuiam uma morfologia mais simples, de modo que a evolugdo do grupo esteve
associada a um aumento de complexidade (ENDRESS & BRUYNS, 2000).

2.3 FORMAS DE SER GENERALISTA OU ESPECIALISTA

No que diz respeito ao sistema de polinizacdo, a questdo da generalizagdo ou
especializacdo pode assumir diferentes perspectivas. Em uma abordagem mais
tradicional, € um consenso que flores generalistas sdo pequenas, claras, com simetria
radial e recompensa exposta. Esse aspecto é conhecido como generalizacdo fenotipica e
diz respeito principalmente a capacidade de atracdo e acesso ao recurso e mecanismo de
polinizacdo por varios visitantes (OLLERTON et al., 2007). Uma outra abordagem,
discutida por (ARMBRUSTER et al., 2000) é considerar a funcionalidade da flor. Neste
sentido tratamos de especializa¢do funcional, quando o seu mecanismo de polinizacdo
sO puder ser acessado por um determinado grupo funcional de polinizadores que estejam
inclusos em um determinado taxon, ou possuam afinidades morfoldgicas. Por fim, uma
terceira abordagem, inspirada sobretudo em métricas de ecologia de comunidades é
considerar o numero real de espécies polinizadoras que a planta tem (ARMBRUSTER
etal., 1998; FENSTER & RODRIGUEZ, 2007).

Nestes aspectos é complicado definir como se da a generalizagdo e
especializacdo em Asclepiadoideae, uma vez que estes trés conceitos nem sempre se
sobrepde. Em Asclepiadoideae sdo incomuns registros como os de Orchidaceae onde ha

diversos casos de interagdo um pra um, a exemplo das emblematicas interacdes entre
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Xanthopan praedicta e a flor de Angraecum sesquipedale (ARDITTI et al., 2012) e
Campsoscolia ciliata e as flores de Ophrys (ciliata) speculum (AMES & AMES, 1937).
Nesta subfamilia mesmo as flores mais fenotipicamente especializadas, que séo as do
género Ceropegia com atributos de sapromiiofilia, podem ser polinizadas por qualquer
mosca de um determinado tamanho (OLLERTON et al., 2009). Essa condicdo indica
um elevado grau de especializacdo funcional, mas uma forte generalizacdo ecoldgica.
Por outro lado, o oposto também ocorre, havendo espécies cuja o fendtipo é capaz de
atrair diversos tipos de visitantes florais, mas h4 uma forte restricdo em quais deles
realiza polinizacdo (LIEDE & WHITEHEAD, 1991).

24 MORFOLOGIA E MECANISMO DE POLINIZACAO EM
ASCLEPIADOIDEAE (APOCYNACEAE)

A principal distincdo das Asclepiadoideae € o fato delas possuirem trés
estruturas exclusivas em suas flores: corona, ginostégio e polinario. A corona € um
verticilo vegetativo adicional. Ela pode ter uma ampla diversidade de formas
(FISHBEIN, 2001; LIEDE & KUNZE, 1993). e desempenha um importante papel no
direcionamento do comportamento do polinizador (KUNZE, 1997; OLLERTON &
LIEDE, 2003; VIEIRA et al., 2012; WIEMER et al., 2011; WOLFF et al., 2008). O
ginostégio € um orgdo interno formado por uma complexa sinorganizacdo entre 0s
verticilos reprodutivos. Sinorgnaizacao é definida como a ligacdo estrutural intima de
dois ou varios elementos estruturais vizinhos para formar um sistema ou aparelho
funcional (ENDRESS, 1990). Neste caso, e Asclepiadoideae, o androceu esta unido
com o gineceu, esta unido se da na parte superior das anteras com a porcéao inferior da
cabeca do estigma. Desta unido formam-se cinco fendas, cada uma, delimitada pelas
bordas de anteras adjacentes, no interior hd uma camara formada pelo tecido dos filetes.
Ha um epitélio glandular nestas cavidades chamadas de camaras estigmaticas, esse
epitélo exerce papeis fundamentais na reproducéo, que sdo: a producdo do recurso floral
para os polinizadores (néctar) e de meio adequado para o crescimento de tubos
polinicos. Os meios sdo: o néctar (KEVAN et al., 1989), e a mucilagem (VIEIRA &
SHEPHERD, 1999). Acima de cada uma das fendas ha um polinario. Este por sua vez, é
formado por trés estruturas: um par de polinias, um par de caudiculos e um corpusculo.

As polinias séo provenientes das anteras diferentes que estdo uma ao lado da outra.
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Estas polinias estdo ligadas ao corpusculo pelos caudiculos. Tanto, corpusculos, quanto
caudiculos sdo secrecdes enrijecidas provenientes da cabeca do estigma. O corplsculo
possui uma fenda que o permite prender-se como um grampo aos polinizadores
(VERHOEVEN & VENTER, 2001).

A forma como ocorre mecanismo de polinizacdo se dad em duas etapas. A
remocao das polinias e a insercao das mesmas. Segue uma descri¢do baseada nos relatos
de (BOOKMAN, 1981; ENDRESS, 1996; GALIL & ZERONI, 1965; KUNZE, 1997;
VIEIRA et al., 2012; WIEMER et al., 2011). Na primeira etapa o inseto introduz uma
determinada parte do corpo (mais comumente parte do aparelho bucal ou extremidades
das pernas) na parte inferior de uma das fendas. Ele faz isso na intencéo de retirar o
néctar acumulado abaixo da fenda, ou segurar-se usando o ginostégio como apoio. Ao
tentar remover essa parte do corpo, o inseto acidentalmente o encaixa na regido basilar
da fenda. Uma vez “capturado” pela fenda, ela funciona como um trilho, que deve ser
percorrido em toda a sua extensdo, de baixo para cima. Como o corpusculo do polinario
posiciona-se logo acima da fenda, em linha reta, o aparelho bucal encaixa-se em seu
sulco, resultando na remocdo do polinério. Por ser composta de esclerénquima e
eventualmente possuir tricomas, as bordas das anteras que formam a fenda impedem
que a parte do corpo do inseto seja removida antes de terminar o percurso. Algumas
vezes existe uma pequena camara entre a camara estigmatica a a parte exterior dos
trilhos. Nesta camara, dita corpuscular a parte do corpo do polinizador é direcionada de
forma precisa a fenda do corpusculo. Na segunda etapa, a insercdo da polinia ocorre de
modo semelhante a remocdo do polinario, mas desta vez o a parte do corpo do
polinizador tem um polinario aderido. No momento da remoc¢do, uma polinia esta
inserida na camara estigmatica e um caudiculo se rompe liberando-a do corpusculo que
permanece aderido ao corpo do polizador.

Frente este a este mecanismo de polinizacdo fica facil entender porque as
espécies de Asclepiadoideae sdo um sistema modelo ideal para estudar questdes de
generalizagdo e especializagdo. Os polinarios continuam anexados aos visitantes florais,
mesmo quando polinias sdo depositados em uma flor. Assim, os polinizadores sdo
facilmente identificados e verificadas suas taxas de sucesso (OLLERTON & LIEDE,
1997; 2003; WIEMER et al., 2011; WOLFF et al., 2008; WYATT et al., 2000). Além
da possibilidade de interacdo com estes varios polinizadores, as peculiaridades em seu

mecanismo de polinizacdo, permitiram as Asclepiadoideae registros notaveis, como por
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exemplo: o primeiro caso de trasporte de polen em linguas de passaros, tal fato se da
com corpusculos prendendo-se as papilas destes 6rgaos (PAUW, 1998); a unica forma
de confronto masculino “corpo a corpo” em vegetais, onde a presenca de espinhos em
caudiculos evita a concatenacdo de polinarios (COCUCCI et al., 2014); um mecanismo
exclusivo de autopolinizagdo chamado de germinacdo de polen in situ, onde o néctar
acumula-se e alcanca as polinias fazendo-as germinar (YAMASHIRO & MAKI, 2005);
e 0 primeiro caso de polinizacdo associada a mutilacdo do polinizador, onde o para que
ocorra a polinizacdo as vespas polinizadoras perdem seus palpos (SHUTTLEWORTH
& JOHNSON, 2009). Estas situacbes mostram o quanto o estudo destas flores pode

propiciar descobertas cientificas relevantes.

2.5 MARSDENIEAE, UMA TRIBO BASAL COM DIVERSAS
PECULIARIDADES

Uma das espécies objeto de estudo de nosso trabalho é Marsdenia megalantha.
Esta espécie pertence a uma tribo com uma série de peculiaridades e nos chamaram
atencdo afim de testar nossas hipoteses. Algumas das principais caracteristicas da tribo
sdo polinias eretas de formato arredondado ou achatada e sua corona de formato
peculiar. Sua corona tem lobos livres e é de aspecto carnosa, e mantem-se, parcialmente
ou totalmente ligado a base do ginostegio e/ou a parte de tras das anteras (FISHBEIN,
2001; MORILLO, 1978). Em alguns géneros a borda das coronas ou mesmo anteras
formam uma aba com a parte mais externa levemente revirada (WANNTORP et al.,
2006), algumas vezes contendo nectarios secundarios (OMLOR, 1998), sendo o Unico
grupo da subfamilia que possui tal estrutura. Algumas das peculiaridades mais
esdrlxulas em coronas e ginostégios estdo em Marsdenieae como é o caso de Hoya
spartoides (KUNZE & WANNTORP, 2008).

Marsdenieae é um grupo basal dentro da subfamilia e que também esta presente
no Velho Mundo, apesar disso, os representantes do género Marsdenia no Novo Mundo
parecem ter um ancestral comum (RAPINI et al., 2007). Talvez por isso, seja um dos
mais bem definidos dentro das Asclepiadoideae da América (MORILLO, 1978). E bem
suportado que Marsdenieae € um clado irmdo de Ceropegeae (MEVE & LIEDE, 2007)
tribo que contém os emblematicos géneros Ceropegia e Stapelia.
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Apesar dos sistemas mais fenotipicamente especializados de Asclepiadoideae
ocorrerem em Seus grupos irmaos, parece que em Marsdenieae, essa situacdo € menos
frequente. (OLLERTON & LIEDE, 1997) sugerem que 0 acesso aberto e a polinizacdo
por moscas predominam na tribo, com uma contribuicdo menor de Hymenoptera,
Lepidoptera e Coleoptera. Por outro lado, a polinizacdo por mariposas € muito comum
na tribo, com uma série de exemplos em Hoya, e casos de espécies com atributos para a
falenofilia (sindrome de polinizacdo por mariposas), tais como, emissdo noturna de odor
e néctar (ALTENBURGER; & MATILE, 1988), juntamente com a existéncia de flores
brancas tubulares (POTT et al., 2002).

2.6 METASTELMATINAE UMA SUBTRIBO DERIVADA COM FLORES
APARENTEMENTE GENERALISTAS

As outras duas espécies abordadas neste estudo sdo pertencentes ao género
Ditassa que esta incluso na Subtribo Metastelmatinae: D. capillaris e D rothundifolia.
Metastelmatinae, juntamente com Oxypetalinae e Gonolobinae, compde um clado
conhecido como MOG. Esse clado € exclusivo do Novo Mundo e apresenta um ampla
diversidade floral que vai desde flores grandes e vistosas até flores pequenas e
incospicuas (RAPINI, 2002;2012; RAPINI et al., 2007). Ao que parece,
Metastelmatinae é de diversificacdo bastante recente e tem flores que sugerem uma
forte generalizacdo. Segundo 0s mesmos autores, a corona das espécies deste grupo é
bastante plastica, mesmo em nivel populacional e a morofologia floral pode causar uma
série de inconsisténcias a exemplo do que ocorre com espécies do género Metastelma.

No que diz respeito aos seus sistemas de polinizagdo, apesar do mecanismo
complexo das Asclepiadoideae, elas parecem ser visitadas por um grande nimero de
animais. As espécies de Ditassa que geralmente sdo brancas, pequenas e de acesso
aberto encaixam-se no padrdo de generalizacdo fenotipica (OLLERTON et al., 2007).
Apesar disso, (WOLFF et al., 2008) conseguiu identificar alguns casos onde existe a
presenca de polinizacdo preferencial por moscas e pequenas abelhas.
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ABSTRACT

PREMISE OF THE STUDY : In a number of species in the milkweed tribe
Marsdenieae, the already complex basic asclepiad flower structure is further elaborated
by the evolution of one morphological novelty, i.e. anther skirt. Since the functional
significance of this trait is poorly understood we investigate it role in the pollination
mechanism.

METHODS: We carried out studies at M. megalantha in the Caatinga (Brazil). We
have tested the phenotypic integration of anther skirt; we describe its functional
anatomy; identify and record the operation of your nectaries; we recorded and tested in
laboratory its contribution to the pollination mechanism; and we indicate the
effectiveness of this system.

KEY RESULTS: The anther skirt and its nectarioles drive functional specialization to
Noctuidae pollination. This is due to its particular morpho-anatomy related to its ability
both to secrete and contain nectar independently from the sitgmatic chamber. In
addition, the anther skirt functions as a funnel and can be understood in the light of the
pollination mechanism as coordinated with the corona and gynostegium. The interaction
of this structure with the Noctuid moths, confirmed both by field observations and
manipulative experiments, is effective in producing pollination.

CONCLUSIONS: The characteristics of anther are essential in the specialized noctuid
pollination of Marsdenia megalantha. We suggest that features associated to noctuid
pollination in this species may be applicable to other species of the tribe. This show that
floral structures that are features taxonomic can be highly informative about details of
the floral mechanism and provide baselines for the pollination system in the group in

which they occur.
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INTRODUCTION

Flowers are the most informative organs of angiosperm diversity, since they are
instrumental assess taxonomic identity, due to their high variability, and evolutionary
relatedness, due to their associated phylogenetic signal (Prenner et al 2010; Kohn 1996;
Singh and Subramaniam 2008). At various taxonomic levels singular features are often
diagnostic of certain groups. These include many examples such as the elaiophores on
the sepals of most neotropical Malpighiaceae (Vogel 1990); the labellum of
Orchidaceae and other lilioid monocots (Rudall 2002); the trichome covered staminode
in the subtribe Jacarandinae (de Vattimo, 1984) or the syncarpous ovary of Allamanda
within the otherwise apocarpous Apocynaceae (Fallen 1985). Considering that
evolution of flowers occurs in an integrated way, it is important to empirically
recognize an adaptive value to explain the maintenance of this structures in such
lineages (Gould and Lewontin 1979). Therefore, some studies go beyond the simple
characterization of morphological features and seek to understand their functions (see
respectively, Possobom et al (2015), Teixeira et al (2004), Guimaré&es et al (2008) and
Aragjo et al (2014)). In this context we highlight the anther skirt, an exclusive structure
of the Marsdenieae tribe that adds complexity to the already elaborate flowers of
Asclepiadoideae. We present in this work the functional role of this structure that drives
of the pollination by noctuids with unusual transfer of pollinarium in its legs.

Asclepiadoideae (Apocynaceae) stand out for having singular structures already
well-enlightened about their functionalities. This group has the most complex flowers of
the Eudicots, with three exclusive structures: corona, gynostegium and the pollinarium,
which collectively represent a strong taxonomic specificity and have key biomechanical
roles in the pollination. In relation to the corona and the gynostegium, studies have
already established associations between morphology and either attraction of visitors,
pollination efficiency and differential pollinarium attachment sites on the pollinator
body (Ollerton and Liede, 2003; Wiemer et al. 2012, Wolff 2009, Meve and Liede,
2008; La Rosa and Conner 2017). The guide rails and pollinarium system are
considered part of a complex mechanical contrivance (Wiemer 2012; Vieira 2006)
capable of explaining notable behaviors such as ant-pollination (Domingos-Melo et al,
2017), male-to-male confrontation through pollinator concatenation (Cocucci et al.,
2014), pollen transport on the tongues of birds (Pauw 1998) and pollination by
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mutilation of pollinator appendages (Shuttleworth and Johnson, 2009). In addition to
these peculiarities, Marsdenieae, a subfamily of Asclepiadoideae, has the anther-skirt, a
unique structure whose function remains unknown.

The anther skirt in Marsdenieae develops out at the sides from each free lobe of
the fleshy staminal corona. The skirt merges with the anther and, in some species,
anthers have revolute margins below. These margins stand out from the filament and
surround the gynostegium, and this configuration is associated with the shape of a skirt
(Fishbein, 2001; Morillo, 1978; Wanntorp et al., 2006; Kunze and Wanntorp, 2008). In
addition, secondary nectaries are frequently associated to this structure (Omlor, 1998).
Although this anther-skirt is a morphologically well-characterized structure and has are
cognized taxonomic importance in the well-supported Marsdenieae tribe, nothing is
known about its function in the pollination mechanism (Wanntorp et al., 2006; Kunze
and Wanntorp, 2008; Rapini et al., 2007; Morillo, 1978). In addition to this knowledge
gap, there is a strong lack of information about pollination biology in the whole tribe.
Since nectar is not concealed Ollerton and Liede (1997) have suggested that fly
pollination should predominate, with a lower contribution of Hymenoptera, Lepidoptera
and Coleoptera.

Our aim is to clarifying the role of anther skirt and its secondary nectaries. To
this end, we use as model Marsdenia megalantha, whose anther skirt is well known
(Goyder and Morillo, 1994; Kunze and Wanntorp, 2008), to (1) performe morphometry
and point out the relationship between the anther skirt and other floral parts; (2) describe
the floral anatomy and locate the different nectaries types; (3) portray how anther skirt
and secondary nectar interact with pollinators through field observations and describe
the pollinating mechanism; (4) we confirm the functionality of these structures through
manipulative experiments; and finally, (5) point out the effectiveness of the system

quantifying flowers pollinated, fruit and seed set.

MATERIAL AND METHODS

Model species and populations studied

Marsdenia megalantha Goyder and Morillo occurs in some inselbergs in the
Caatinga from Brazilian Northeast. Its ranges from east Ceara to the central Bahia
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(speciesLink, 2016). M. megalantha presents one of the largest flowers in the genus.
These are greenish-brown, bell-shaped, pendulous (Fig. 1A) and exude scent
exclusively at night, which smells like and has components of rotten bananas composed
mainly of isoamyl acetate (A. Domingos-Melo, UFPE, unpublished data). These traits
suggest a phenotypic specialization (Ollerton 2007), although pollinators are still
unknow.

We conducted our studies in two populations, one located on a sandstone
outcrop (8°30'57”S, 37°13'58°W) in the Parque Nacional (PARNA) do Catimbau
(Pernambuco — Brazil), an area of shrubby Caatinga with a semi-arid climate whose
average annual temperature and precipitation are respectively 25°C and 1095.9 mm
(Andrade et al., 2004). The second population was located on a set of rocky outcrops
(7°28'51”S 36°54'40"W) in the Reserva Particular do Patrimonio Natural (RPPN)
Fazenda Almas (Paraiba — Brazil), an area of arboreal or shrubby Caatinga, where
average annual temperature and precipitation are respectively from 26 to 30 °C and
around to 500 to 800 mm (Velloso et al. 2002).

Morphometry

We examined under stereomicroscope flowers of Marsdenia megalantha
collected fresh in the field and fixed in alcohol 70%. We defined 12 external
morphometric characters of corolla, corona, anther skirt, gynostegium and pollinarium
insertion mechanism. We photographed 60 fresh flowers (one per individual) in the
field in RPPN Almas population, using a scale. The photographs consisted of
transversal images of the adaxial face of the entire flower and longitudinal images of the
flowers sectioned across one of the five planes of actinomorphical symmetry. Through

ImagenJ software, we did the measures, and we calculate the correlations among them.

Floral anatomy — Nectar localization

We performed longitudinal and cross histological sections of the collected
flowers. For this, we fixed the flowers in FAA (1: 4: 1, Formalin-Ethanol-Acetic Acid)
at room temperature for 48 hours. Then we dehydrated the samples in an alcoholic
series from 60 to 100% for one hour at each concentration and then overnight in
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butanol. Subsequently, we clarified the samples with pure xylol and included in
Paraplast. We made serial cuts of 10 and 12 micrometers of thickness in a Minot
microtome. The sections were sliced on heating plate at 36°C with water and dewaxed
with a decreasing series of ethanol until it reached distilled water. We stained with Astra
Blue for 15 min and Basic Fuchsin for 1 min, washing with distilled water for five
minutes after each staining. We passed the samples to 50% ethanol, and after drying
were placed in xylol and mounted with Artificial Canada Balsam.

To locate flower secretory structures, we used a Neutral Red and tap water
solution (1: 10,000) as vital stain (Kearns and Inouye, 1993). To do so, we bagged pre-
anthesis flower buds at then collected open flowers at 10pm and submerged them in
neutral red solution during four hours. Then we washed the flowers with tap water and
dissected them to identify the colored areas.

Pollination mechanism

To record floral visitors of M. megalantha we carried out focal observations and
active searches in shifts of 4 to 10 hours. For both populations, we accumulated 400
observations hours along two consecutive years (03/2013 to 04/2015). We consider as
pollinators animals that removed and deposited pollinia. This is evident by the presence
of pollinaria attached to the body of animals that lack one or both pollinia. Pollinators
were dry-mounted for identification and deposited in the collection of flowers visitor
insects of the Floral Biology Laboratory (UFPE).

We made detailed observations and photographed flowers and pollinators during
their visits to describe the pollination mechanism. We took into account how they
accessed to floral reards, how they positioned and moved in the flower and payed

special attention to the moment they removed or deposited pollinia.

Records and experiments of the mechanical and secretory function of anther skirt

We conducted laboratory simulations tests to confirm how the anther in skirt
participates in the pollinating mechanism. We used flowers fixed in FAA 70% because
floral structure and stiffness is preserved in good conditions without loss of its

mechanical functioning and allowing its manipulation. In addition, the use of fresh
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flowers it became impracticable, since a great amount of latex exudated when the
anthers skirt were removed. We removed the corolla from the flowers, held them on
metal rods and slipped the legs of the pollinators onto the guide rail system with the
help of tweezers. In this way, we simulated the pollination mechanism and checked in
detail the path of the legs along the guide rail. This assay was performed on intact
flowers and other flowers that had their anthers skirt removed with a scalpel.

We performed focal observations recording the moments and the sites of nectar
accumulation throughout the anthesis to determine how nectar is presented. We
quantified volume and concentration of nectar of the secondary nectaries when amount
allowed collection. For this, we bagged pre-anthesis flowers (n = 18 flowers / 6
individuals) and removed the nectar with the help of graduated microsyringes three
hours after the beginning of the secretory activities and measured the concentration of
sugar with a pocket refractometer. We performed nectar-staining experiments to test
whether there was communication between different sites of accumulation in the same
flower. We conducted this experiment in the field with flowers we cut through the
pedicel and immediately inserted into a colloidal array of Agar-Agar and 2% water in
acrylic boxes (gerbox). In this way, we avoided any external interference, such as
shaking of the branches or contact of visitors, that could spread the dye between the
nectar compartments by means other than the nectar flux itself. In the gerbox the nectar
secretory activity is maintained, which allows to observe the extravasation of nectar
within flowers. We placed Methylene Blue dye on one of the nectar accumulation sites
and observed its diffusion. After four hours, we checked if the dye had reach from oone

compartment to the other.

System effectiveness

To determine the effectiveness of the system, we recorded i) pollen deposition
and removal in the flowers and ii) the fruits and seed set due to open pollination. For
this, we collected a random sample of flowers from the PARNA Catimbau population
(120 flowers / 30 individuals) during the flowering peak period (April and June 2014)
and preserved them in 70% alcohol. In the laboratory, we counted under
stereomicroscope the number of removed pollinaria and deposited pollinia. To
determine the natural fruit set, we marked flowers that were left exposed to pollinators
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(120 flowers / 30 individuals) and monitored the development of the fruits. To ensure
that fruit formation was due to the pollinator action alone, we verified whether there
was fruit set by spontaneous self-pollination monitoring flowers bagged at pre-anthesis
(100 flowers / 30 individuals). We verified if the number of pollinated flowers would
explain the number of fruits formed. We also compared the number of ovules per flower

in relation to the number of seeds by fruit (n = 15 individuals).

RESULTS

Morphometry

Flower are pendulous and bear campanulate corolla concealing the corona and
gynostegium at the centre (Figure 1 — A). The corona lobes are robust and rounded,
between them the system of rails belonging to gynostegium is evident. Beneath each
guide rails there is a stigmatic chambers and above it there is a pollinarium (Figure 1 —
B, E). The anther skirt surrounds the base of the gynostegium, it is a continuous
structure, extending from the lower part of the guide rails through the rough edges on
lower margins of the corona lobes, under which it forms a small evagination (Figure 1 —
D, E). Under the anther skirt chambers are located, that are delimited internally by the
base of gynostegium and corolla tube, externally by trichomes of the corolla and at the
upper part by the corona lobes (Figure 1 — C).

Among the 12 measured characters, those related to anther skirt and corolla
presented the highest variation coefficients and there was greater conservatism in the
measurements of corona and gynostegium (Table 1). The correlations of the anther skirt
measurements are similar to other correlations among floral parts (t=0.38; p=0.35),
which may indicate that the flower is integrated in general. Even so the anther skirt has

prominent correlations with some particular traits, especially the corona (Table 1).

Floral anatomy— Nectar localization

The anther skirt and corona lobes are basically constituted by a thick spongy

parenchyma which seems to ensures its robust structure. Their surface consists of a
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smooth and thick layer of hydrophobic tissue, unlike the petal surface which is thin and
rough (Figure 2- A, B). (Figure 2- A, B).

Neutral red test revealed presence of nectar in two flower compartments: inside
each of the five separated stigmatic chambers, where coloration was uniform and
intense (Figure 2 - C), and on the underside of skirt, with discontinuous spotty and less
intense staining (Figure 2 - D). In both regions, a secretory tissue is evident in the
histological sections (Figure 2 - E, H). The tissues, although having some similarity
between chambers, the are some differences in structure. In the stigmatic chamber the
tissue is organized into a evident secretory epithelium with and distinct sub-epidermal
layers (Figure 2- F, G). Under the anther skirt, nectary is formed by secretary cells not

clearly organized in layers (Figure 2-1 1J).

Pollinators and pollination mechanism

Moths of the family Noctuideae (Lepidoptera) (Figure 3— A and B) were the
only pollinators recorded in both populations (PARNA Catimbau e RPPN Almas).
These insects able performed the pollination, i.e. they were the only seen removing
pollinaria or depositing pollinia. Collected specimens carried pollinaria with and
without pollinia. Corpuscula were always attached to the tarsal claws (Figure 3 - C).
Occasionally we found legs of these animals trapped in the flowers by the guide rails.

The noctuids land inside the corolla where they hold easily on their rough
surface (Figure 3 - D). To access the nectar, they grasp the corona and insert their
proboscis into the nectariferous chamber beneath the skirt (Figure 3 - E). In this
position, they place their legs between the lobes of the corona and over the anther skirt.
Because the surfaces of these structures are slippery, their legs are caused to slide
directly into the entrance of the guide rail. After entering into the rail, leg needs to
continue sliding along the guide rail to the other end for it to be released. In an attempt
to release the leg from the guide rail, the noctuids direct the tarsal claw into the
corpuscular chamber which is continuous with the corpusclar groove. Then, the
corpusclum clings onto the tarsal claw and finally is let free by pulling out the whole
pollinaruim. For pollinium deposition, the mechanism works in the same way, but
instead of inserting of the leg, one pollinium is inserted in the guide railand the
pollinarium let free once it is cut off from the cuadicle.
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Records and experiments of the mechanical and secretory function of anther skirt

When sliding the noctuid legs experimentally over the anthers skirt, we see that
their slope between the corolla lobes and their smooth surface let the legs slip easily
towards the entrance of the spoke guide. But when we remove the anther skirt with a
scalpel is formed an angle of 70 ° at the base between the crown lobes. From then on,
when we make the same movement of sliding the noctuidae's legs, they attach on the
vertice between the wolves of the corona before accessing the entrance of the ray guide.

We observed throughout anthesis a small and immeasurable amount of secretion
in the inner part of the stigmatic chamber. In the skirt chamber, nectar was present only
at night, when the droplets started to form and started to emerge from below the skirt
about 07:00 p.m. Total nectar amount accumulated until 10:00 p.m. was 3.4 + 1.5 (]l
and concentration 24.1 + 3.4%, this production is maintained throughout the night.
Nectar coloring showed that there is no communication between the anther skirt
chambers and stigmatic chambers, since there was no dye diffusion between them
(Figure 4 — A, B).

System effectiveness

We found that 29% of the flowers with one to three pollinaria removed and that
5% of the flowers had a pollinium deposited. In total there were 58 pollinaria removed

and six pollinia deposited, resulting in a deposition/removal ratio of about 1/10.

Fruit set under natural pollination is 6% of the amount flowers, this equals to
that observed for pollen deposition (y2= 296, gl = 1, p = 0.5866). Although we did not
quantify it, we verified in the field that fruits formed by two carpels were atypical. The
fruits formed by a single carpel had XX+XX seeds, this equals to amount ovules, XX £
XX by carpel (t =2.11; gl = 11; p = 0.058). There was no fruit set by spontaneous self-

pollination.

DISCUSSION
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Present results show the role of the anther skirt in Marsdeniamegalantha and its
nectaries (nectariferous tissue inside the nectariferous chambers) in relation to
functional specialization to Noctuidae pollination. This is due to its particular morpho-
anatomy related to its ability both to secrete and contain nectar independently (and
secondarily) from the sitgmatic chamber, the primary nectar. In addition, the anther skirt
can be understood in the light of the pollination mechanism as coordinated with the
corona and gynostegium,. The interaction of this structure with the Noctuid moths,
confirmed both by field observations and manipulative experiments, is effective in

producing pollination.

Funnel mechanical function of anther skirt

The anther skirt of M. megalantha is functionally associated with other flower
structures in the essential in pollination: the corona and gynostegium. The corona is a
whorl derived from the androecium showing extensive variation in configurations
across groups of Asclepiadoideae; the gynostegium represents the organ of pollinarium
removal and pollinium deposition (Fishbein, 2001; Liede and Kunze, 1993). The
conservatism in the structure of these flower parts in M. megalantha with respect to
other Asclepiadoideae can be explained by the their engagement in mechanical aspects
of pollination, because them interact equally well with the appendages of insects no
matter what kind of insect (Fishbein, 2001; Wanntorp et al 2006; Baranzelli et al. 2014;
La Rosa and Conner, 2017). Additionally, the anther skirt determines the positioning of
the noctuideo in the flower to access the mechanism in corona and gynostegium. This fit
between the body of the pollinator and flower is fundamental to the success of a
pollination mechanism (Campbell et al, 1996; Nilsson, 1988).

Anther skirt differs in anatomy from the corolla and resembles corona. This may
provide clues about its function. While the corolla of M. megalantha has a rough
surface, which allows pollinators to move around on the flower without slipping (see
Whitney 2009), the anther skirt and corona are masive, rounded and smooth due to their
spongy parenchyma as well as thir smooth and thick epidermis. This features makes
them slippery and funnel insect appendages toward the rail system. Both through field
observations and manipulation experiments, we recorded that the anther skirt deflects
the legs of Noctuids towards the gynostegium. We hold the view that one important
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effect of the anther skirt in M. megalantha is to mechanically guide the pollinator. We
believe that the same is possible in the other species of the tribe that share this structure

with M. megalantha (Wanntorp and Kunze 2009).

Substitutive nectaries in anther skirt

A disk nectary surrounding the ovary is the basal condition of the Apocynaceae
(Thomas 1992; Galetto 1997). Throughout the evolution to Asclepiadoideae there was
loss of the disk and relocation of the nectar production function to nectariferous
chambers inside the gynostegium (Endress andStevens 2001; Christ and Schnepf, 1985;
Galetto, 2006; Galil and Zeroni, 1965). These stigmatic nectaries are regarded as the
primary nectaries in Asclepiadoidea. In Marsdenia megalantha we verified a new
substitution, with the production and accumulation of nectar as reward being transferred
to secondary nectaries in the anther skirt.

Vogel (1997) named as remarkable substititutive nectaries those that appear in
flowers whose ancestral group lost the functionality of their original nectaries.
Generally, they arise in non-homologous structures, but have a similar role to the lost
past nectaries (Vogel 1997, 1998a; 1998b; Lopes et al 2002). Here, we find that the
secondary nectaries of M. megalantha occur in diffuse anatomically undifferentiated
secretory spots. In this way, they can be treated as nectarioles, term coined by Vogel
(1998) for small indefinite areas that produce nectar. Thus, we recorded a very
particular case function transference from a substitutive nectary to another one.

Differences in the functioning of these nectaries are the main factor to
characterize this substitution, which seems to be advantageous for flower pollination. In
most species of Asclepiadoideae, there is a single nectary type in the stigmatic chambers
which is responsible both for the secretions that stimulate the pollen germination, and
for those that serve as a floral reward, although the nectar usually flows through
capillary ducts to to nectar containers in places of the flower other than where they are
produced (Galetto, 2006; Kunze, 1997; Vieira et al, 2012; Wiemer et al., 2011).
Differently, in M. megalantha the primary nectar apparently lost its function of
producing rewards, which became the exclusive function of the secondry nectaries
under the anther skirt. The advantage of separating such functions in different secretory

structures becomes clear in the face of following conflicting demands: if, on one hand,
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working only at night would impair the development of pollen tubes that take about 48
hours to reach the ovules (Vieira et al., 2012). However, it is important to note that
pollinators are attracted only at night when odor is released, a common condition in
species of Marsdenieae (Altenburger and Matile, 1988; Pott et al.; 2002). Another
advantage would be the eventual production of specific compounds in each type of
nectar, since pollen germination has specific demands that are different or eventually
conflicting pollinator attraction demands (Wunnachit et al., 1992; Christ and Schnepf
1985).

Noctuid-specialized pollination

Despite their high floral complexity, Asclepiadoideae include species with
different levels of generalization in the pollination system. This occurs in phenotypic,
functional and ecological terms (Ollerton et al 2007, Ollerton and Liede 1997, Wolff et
al 2008). In M. megalantha, the ability to specifically attract nocturnal visitors ensures
an evident phenotypic specialization. On the other hand, its adjustment to Noctuids
supports functional specialization. The anther skirt and its substitutive nectaries are
apparently essential for these levels of specialization, since they control the period of
reward availability to the pollinators and the mechanical adjustment to pollinators.
Ecological specialization requires the study of greater number of populations for it to be
confirmed.

Carefull attention must be taken in extrapolating the specialized pollinating
system results of M. megalantha to other species of Marsdenieae tribe. However, the
features that ensure the pollination by moths in this species are common in the group.
This is the case of nocturnal emission of sweet odor, presence of open or campanulate
pendulous corollas, fleshy corona, and anther skirt with secondary nectaries that
intensify the nectar production at night (Altenburger and Matile, 1988; Kunst and
Wanntorp, 2008a; Pott et al., 2002).

There are others accurate record of pollination by noctuids in Marsdenieae for
Hoya, (Foster 1992; Mochizuki et al 2017). In fact, Mochizuki et al 2017 Suggests that
the transport of poliarium on the legs of noctuideos is common in the genus due to the
morphological similarity between its flowers. It is possible that pollinaria attachment on

legs in this Marsdenieae is a strategy to ensure pollination effectiveness, since
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attachment to the probosces of these lepidopterans may not be the most effective may
for pollen deposition in any cases (Barrios et al, 2016). We believe that much of this
process owes the functionality of the anther skirt, since it is common to maintain a floral
structure in a taxonomic group when it is associated with a group of specialized
pollinators (Anderson, 1979; Fenster et al, 2004; Fenster and Rodriguez, 2007). In this
context, the genus Hoya stands out for having the most evident anther skirts of the

whole tribe (Kunze and Wanntorp, 2008a).

System efficiency

‘Marsdenia megalantha is pollinator dependent.In addition, since pollen is
packaged in only fiveunits per flower (pollinaria) each of which can deliver only two
pollen loads (this means only 10 opportunities to donate pollen loads per flower) pollen
transfer between flowers seems to be particularly sensible to efficiency of the
pollination mechanism (Cruden 1977; Endress 2001). Spontaneous self-pollination
seldom occurs in the Asclepiadoideae due to a strong hercogamy which requires
pollinators for reproduction (Endress, 1996; Webb and Lloyd, 1986; Yamashiro and
Maki 2005). The post-pollination process is very efficient since the proportion of
pollinated flowers is similar to fruit set. However, only half of the ovary develops as
only one pollinium is deposited per flower (Vieira et al, 2012). The efficiency of M.
megalantha can be considered satisfactory if we take into account the results obtained
with other South American Asclepiadoideae (Krings, 1999; Wiemer et al., 2011;
Willson and Rathcke, 1974; Wolff et al., 2008). It is undeniable that the anther skirts
and its secondary nectars are fundamental to the functioning of the system, but so far we
do not know how directly its affect the efficiency. In the future, new studies comparing
fitness among species of the group with different configurations of this structure, or the
effect of intra-specific variation (La Rosa and Conner, 2017) can corroborate this

hypothesis.

Conclusion

If we resort to the metaphor of considering, the revolute margins of Marsdenieae
anthers as “skirt" we may further speak of this structure as a "fashion trend" in the



33

functional specialization for pollination in the Marsdenieae tribe. Here, we draw
attention to the mechanical function of the anther skirt that promotes a suitable flower-
pollinator fit. Moreover, we show for the first time how its substitutive nectarioles allow
for a split in nectar functions, i.e. aid for pollen germination and pollinator reward.
These characteristics are essential in the specialized noctuid pollination of Marsdenia
megalantha. We suggest that features associated to noctuid pollination in this species

may be applicable to other species of the tribe.
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Resumo

Apesar de serem flores mais morfologicamente complexas, as Asclepiadoideae
(Apocynaceae) parecem nao refletir tamanha complexidade em seus sistemas de polinizacao.
Em alguns grupos da América do Sul prevalece um grande nimero de flores claras, pequenas
e de acesso aberto visitadas por varios insetos. Por este motivo, as mesmas sdo consideradas
generalistas. Todavia, é possivel encontrar polinizadores preferenciais em muitas delas,
embora 0 motivo desta predilecdo seja desconhecida. Neste trabalho, tentamos buscar na
micromorfometria algum respaldo para esses distintos graus de especializacdo. Para tanto,
realizamos medicGes detalhadas através de imagens obtidas com técnicas de microscopia
Optica, cortes histoldgicos seriados e reconstrugdes 3D. Nossos resultados mostram que a
micromorfometria pode explicar niveis de especializacdo fenotipica. No que diz respeito a
capacidade do local de acimulo de néctar quantidades infimas de néctar podem influenciar a
atracdo dos polinizadores. Também corroboramos nossas expectativas sobre uma maior
complexidade na epiderme das flores cujo os principais polinizadores as utilizam como
plataforma de pouso. Trata-se de interessante registro de um substrato vivo sofrendo selegéo
frente ao tamanho dos animais que locomovem-se sobre ele, situacdo que geralmente ocorre

ao contrario (animais adequam-se ao substrato).

Introducéo

A cor, o tamanho e o formato das flores sdo os atributos mais facilmente percebidos
pelos homens. Talvez por isso, tradicionalmente, estes sejam 0s tracos mais considerados
quando se discute a selecdo fenotipica das flores [1-5]. Da mesma forma, a determinacao de
uma flor como generalista tradicionalmente utiliza a combinag&o: cor clara, tamanho pequeno
e formato aberto [6-8]. Porém, nem sempre algum destes fenotipos reflete uma real
generalizacdo, podendo existir especializacdo funcional (quando ha a formacéo de um grupo
de polinizadores de um determinado taxon) ou mesmo ecolégica (quando ha uma ou poucas
especies polinizadoras) [9]. Em casos onde a morfologia ndo permite explicar a
especializacdo, recorre-se geralmente a outros atributos imperceptiveis aos homens, como por
exemplo a composicdo quimica do odor ou mesmo a impalatabilidade do néctar [10, 11].

Aqui, realizamos um regresso a morfologia como explicacdo para diferentes niveis de
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especializacao, todavia sob uma nova perspectiva. Desta vez, fizemos isso levando em conta o
que ndo é perceptivel aos olhos humanos: a morfometria em nivel microscopico.

Um grupo de plantas no qual podemos encontrar essa dualidade: fenétipo generalista e
especializacao funcional ou ecoldgica é a subfamilia Asclepiadoideae (Apocynaceae). Apesar
de possuir morfologia peculiar considerada a mais complexa dentre as Eudicotiled6neas [6],
nesta subfamilia ndo ha uma compreenséo clara sobre a generalizacdo ou especializacdo [12]
e h&d uma vasta quantidade de representantes com flores claras, pequenas e abertas[13, 14]
aparentemente generalistas. O estudo destas espécies tem cada vez mais identificado que a
nivel funcional e ecoldgico elas ndo sdo tdo generalistas assim. Alguns exemplos sdo casos de
polinizacdo restrita @ moscas ou pequenas moscas e abelhas em algumas espécies de Florestas
Tropicais do Equador [15] e uma convergéncia na polinizacdo por vespas em espécies da
Africa [16, 17], mais recentemente, também expandida para algumas espécies da América do
Sul [18].

Em area de Caatinga no Vale do Catimbau (Buique — PE, Brasil) encontramos duas
espécies de Asclepiadoideae (Apocynaceae) de Ditassa (D. rothundifolia e D. Capillaris),
que, como as demais espécies deste género, possuem flores em comumente a bertas, pequenas
e de cores claras [14]. A primeira vista, estas flores parecem bastante semelhantes e as
encontramos sendo visitadas por diversos insetos, compartilhando alguns grupos de
polinizadores. Apesar disso, estas plantas diferem na producdo de frutos, eficiéncia de
polinizagdo e principais polinizadores. Enquanto D. rothundifolia possui uma baixa eficiéncia
e atrai como polinizadores alados principalmente pequenos dipteros, D. capillaris € mais
eficiente e atrai principalmente vespas (Domingos et al. Dados ndo publicados). Aqui, nos
propomos a verificar como os atributos da micromorfometria podem explicar tais distingdes
entre as espécies.

A primeira hip6tese que testamos refere-se a apresentacdo de recurso, afinal estes sdo
considerados o0s atrativos primarios, pois sdo eles o real motivo das visitas as flores[7]. A
micromorfometria entra nesta questdo, pois como tratam-se de flores muito pequenas é
impossivel quantificar seu néctar utilizando as metodologias comuns [19]. Assim, nos restou
utilizar como indicativo a medicdo da capacidade do local onde o néctar é acumulado e de
suas estruturas secretoras. Nos questionamos sobre (1) como as estruturas ligadas ao acimulo
e a producéo de recursos diferem entre as espécies? Nossa hipotese leva em conta a teoria do
forrageamento 6timo que, de forma simplificada, aponta que um recurso sO sera atrativo se

compensar 0s custos para obté-lo [20-22]. Esta questdo tem fortes implicacdes na selecéo de
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flores por seus visitantes [23]. Assim, nos esperamos que D. rothundifolia possuisse um
menor volume na cadmara nectarifera e nectarios menos desenvolvidos do que D. capillaris.
Tendo uma quantidade de néctar inferior, D. rothundifolia ndo seria tdo atrativa para as
vespas, que tem um corpo (e consequentemente uma demanda energética) bem maior,
restringindo a maior parte das visitas na espécie aos pequenos dipteros.

Nossa segunda hipotese leva em conta o display floral que funciona como um atrativo
secundario, capaz de advertir os polinizadores da presenca do recurso [7]. Neste caso,
questionamos: (2) como cada parte dos verticilos das flores diferem em tamanho e formato?
Levando em conta a associacdo entre recurso e display floral [24], esperamos encontrar
estruturas maiores e mais largas em D. capillaris, tornando-a mais atrativa e acessivel. Outra
questdo também de nosso interesse foi a interacdo com a superficie da pétala. Sabemos que a
medida que os organismos variam de tamanho sua percepc¢do do ambiente é alterada [25, 26],
premissa essa que, de forma geral, tem sido nomeada de hipdtese do tamanho do grdo e
testada em diferentes organismos [27-29]. E possivel levar essa percepcdo para a relagdo entre
as flores de Ditassa e seus respectivos visitantes. Enquanto os pequenos dipteros interagem
intimamente com as pétalas (pousando, andando e apoiando-se sobre elas) as vespas, por
serem maiores, utilizam os ramos como suporte. Assim, questionamos: (3) como a superficie
da petala difere entre as espécies? Nossa hipotese foi que D. rothundifolia teria a superficie da
pétala mais elaborada (maior rugosidade da epiderme abaxial e uma maior cobertura por
tricomas na superficie adaxial), propiciando a interacdo com 0s pequenos dipteros.

Por fim, dada a alta especializacdo morfoldgica destas flores que demandam uma
interacdo precisa com o corpo de seus polinizadores [15, 18, 30, 31]. consideramos
importante verificar se existem ajustes aos distintos grupos de principais polinizadores.
Assim, nos questionamos: (4) como as estruturas ligadas aos mecanismos de polinizagdo
diferem entre as espécies? Inicialmente, levamos em conta o tamanho dos insetos, mas
também consideramos a eficiéncia gerada pelos mesmos. Desta forma, propomos que D.
capillaris deveria possuir estruturas maiores e mais robustas, o que facilitaria a interagdo com
animais maiores. Além disso, estas estruturas deveriam estar mais expostas que em D.
rothundifolia, o que tornaria mais facil tanto a remocao quanto sua deposicdo dos pacotes

polinicos (polinias).

Material e métodos
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Mecanismo de polinizacdo em Asclepiadoideae

A principal caracteristica das Asclepiadoideae sdo suas flores de estrutura muito
peculiar, com trés estruturas exclusivas: a corona (um terceiro verticilo vegetativo), o
ginostegio (formado pela complexa fusdo entre androceu e gineceu) e o polinario (estrutura
composta por duas polinias ligadas a um corpusculo por caudiculos). No ginostégio, as
margens laterais das anteras se tocam e formam trilhos com uma ranhura entre eles. Nesta
familia, o néctar é secretado dentro da camara estigmatica, que se encontra no interior dos
trilhos. Esta cdmara possui este nome, pois é nela onde as polinias depositadas germinam e
emitem tubos polinicos (funcdo transferida do estigma para o androceu). Este néctar
geralmente fica acumulado em um local diferente de onde é secretado chamado de camara
nectarifera. A polinizacdo se da quando uma polinia é inserida no interior destes trilhos. Para
que isso ocorra, deve-se ter em mente que o polinario encontra-se acima do trilho e existe uma
ranhura no corpusculo continua com a ranhura do trilho. Ao tentar tomar néctar, alguma parte
do visitante fica presa ao trilho (pernas ou aparato bucal) e, para retira-la, € necessario passar
pela ranhura do trilho até o fim, chegando a ranhura do corplsculo. Neste momento, 0
polinario é removido. Em uma outra visita 0 processo se repete, mas desta vez deixa-se uma

polinia no interior do trilho [6, 18, 31].

Obtencéo e processamento de imagens das flores

Coletamos as flores das duas espécies de Ditassa para analise no Parque Nacional do
Catimbau — Pernambuco, Brasil. Para realizar as medic¢Ges utilizamos varias imagens das
flores obtidas por diferentes técnicas: estereomicroscopia, microscopia optica, reconstrucdo
em trés dimensiones (3D) e cortes histologicos seriados. Assim, além de imagens de carater
ilustrativo, para as analises estatisticas utilizamos por espécie e em cada técnica
respectivamente: 12 flores, 10 polinarios, seis pétalas e seis flores em cortes transversais. Ao
final, todas as imagens das flores foram mensuradas quanto as dimensdes de nosso interesse
com auxilio do software ImageJ 1.47t.

Inicialmente fizemos fotos sob estereomicroscopio afim de retratar toda a morfologia
externa das flores. Para tanto, fixamos as flores de ambas as espécies em alcool a 70% e as
levamos para serem analisadas em laboratdrio. Sob o estereomicréscopio exploramos as flores

e determinamos posicionamentos para fotografar as dimensdes de nosso interesse. A partir de
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entdo, fotografamos cada flor nos diferentes posicionamentos utilizando uma camera Sony
CCD-IRIS sobre um estereomicroscépio Leica M420. Também utilizamos flores conservadas
da mesma forma para fazer a reconstrucdo 3D da superficie abaxial da pétala através de
microscopia confocal em um Microscépio LEXT OLS4000 3D Laser. Para cada espécie
preparamos laminas com polinarios imersos em glicerina e fotografamos em um microscopio
Basico Leica CM E com uma camera Cannon Power Shot acoplada por um adaptador
Feldmann Wild Leitz.

Para os cortes seriados fixamos as flores em F.A.A (formaldehidol:acido
acetico4:alcooll) a temperatura ambiente durante 48 horas. Em seguida, desidratamos as
amostras em uma serie alcoolica de: 60°, 70°, 80°, 90°, 95°, e 100°). Deixamos as amostra uma
hora em cada concentracdo e por fim, de um dia para o outro, em butanol. Posteriormente,
clarificamos as amostras com mudancas de xilol puro e as incluimos em Paraplast. Fizemos
cortes seriados de 10 e 12 micros de espessura em micrtomo rotativo do tipo Minot. As
seccOes foram coladas em laminas sobre placa aquecedora em 36° com 4&gua e
desparafinizadas com uma série decrescente de etanol até chegar em agua destilada. Fizemos
a coloracdo com Azul de Astra por 15 min e com Fucsina Bésica por 1 min, fazendo lavagem
com agua destilada por cinco minutos apos cada coloracdo. Passamos as amostras para etanol

50%, e ap6s a secagem foram colocadas em xilol e montadas com Balsamo Canada Acrtificial.

Camara nectarifera e nectarios

Afim de calcularmos o volume aproximado da camara nectarifera, levamos em conta que
0 néctar se acumula sob a forma de uma goticula elipsoide a partir de nossas observacdes em
campo e em laboratdrio. Deste modo, utilizando as fotos de estereomicroscépio, medimos a
altura da camara (a), sua largura (b) e seu comprimento (c). Em seguida aplicamos a formula
para célculo do volume do elipsoide (4/3  abc) e convertemos o volume para microlitros.

Para a espessura do tecido secretor, fizemos medi¢Ges utilizando as fotos dos cortes
histologicos seriados transversais. Nos mesmos cortes, também utilizamos como indicativo do
tamanho deste tecido, seu comprimento em relagdo ao comprimento total da superficie

interior da camara estigmatica.

Verticilos florais
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Para medicdes de tamanho, consideramos a flor como um todo e cada um de seus
verticilos capazes de influenciar na interacdo com os insetos. Assim, utilizando as fotos do
estereomicroscopio realizamos medi¢fes do didmetro das flores, comprimento e largura de
pétalas e unidades de corona entre os trilhos e altura e largura do ginostégio. Para obter o
formato destas estruturas calculamos as propor¢fes comprimento/largura ou altura/largura,

uma vez que quanto maior o valor obtido por estas propor¢des mais longilinea é a estrutura.

Superficie das pétalas

Sobre os tricomas, aléem de registrar os locais de ocorréncia, orientacdo e tamanho
(pequeno, intermediério, grande), medimos o quanto cobrem a superficie das pétalas. Para
isso usamos fotos de estereomicroscopio. NOs circundamos os locais de ocorréncia dos
tricomas sobre as pétalas e calculamos a area coberta pelos mesmos, apds isso, dividimos pela
area total das pétalas e obtivemos a porcentagem coberta por tricomas.

Medimos a rugosidade das células abaxiais das pétalas através de reconstrucdo 3D. Para
isso, utilizamos um indice de rugosidade adaptado de [32] . Este método consiste em dividir o
tamanho original do contorno de uma superficie pela distancia linear da mesma. Em nosso
caso, fizemos dois transectos, um paralelo e outro perpendicular ao eixo da pétala, ambos com
256 um. Através da reconstrucdo 3d obtivemos a distancia gerada pelo contorno do relevo sob
cada transecto. Dividimos o contorno do relevo pela distancia do transecto e obtivemos um
indice de rugosidade, no qual quanto maior o valor, maior a rugosidade. Para cada pétala foi

considerada a média dos indices obtidos com as medidas paralelas e perpendiculares.

Estruturas do mecanismo de polinizacéo

Para determinar os tamanhos e formatos das estruturas relacionadas ao mecanismo de
polinizacdo, utilizamos tanto as fotos de esteremocroscopio como as dos cortes seriados. Nos
medimos diferentes estruturas e dimensbes presentes no polinario, sistema de camaras
estigmaticas e corpusculares e trilhos. Afim de quantificar o formato destas estruturas fizemos
de forma semelhante as pétalas, coronas e ginostégio, ou seja, calculamos as propor¢oes

comprimento/largura ou altura/largura.
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Resultados

Camara nectarifera e nectarios

O néctar das espécies de Ditassa fica acumulado em um local distinto de onde é
secretado, constituindo, assim, uma camara nectarifera. A camara nectarifera é delimitada
atrés pela parte basal do ginostégio, superiormente pelo trilho e cAmara estigmaética, e abaixo
e dos lados pela corona (Figura 1). A parte da frente ndo possui delimitacdo e permanece
exposta aos visitantes. Em D. capillaris a aba inferior da corona é maior, delimitando as
laterais da cdmara nectarifera e se apoiando sobre a pétala (Figura 1 - D); ja em D.
rothundifolia, esta aba € menor e ndo se apoia sobre a pétala (Figura 1 - C), sendo os lobos da
corona a delimitacdo lateral da cAmara. Todas as dimensdes da camara néctarifera sdo maiores
em D. capillaris, em relacdo a D. rothundifolia (Tabela 1 /Figura 1 — A e B) o0 que resulta em
um volume quase 13 vezes maior.

O nectéario de ambas espécies de Ditassa fica localizado no interior da cAmara estigmatica,
onde o néctar é produzido antes de ser conduzido & camara nectarifera. O tecido secretor das
espeécies é semelhante (Figura 1 — E e F), tanto na estruturacdo (uma unica camada de células
epidérmicas secretoras) como na espessura (Tabela 1). Apesar de estender-se
longitudinalmente por toda a cdmara estigmatica em cortes transversais € perceptivel que este

tecido ocupa proporc¢des diferentes.

Verticilos florais

A flor como um todo ndo diferiu quanto ao didmetro. Nas pétalas, ndo encontramos
diferenca no comprimento, j& a largura foi maior em D. capillaris. As coronas sdo bastante
distintas, pois a presenca de apéndices filiformes é exclusividade de D. rothundifolia. Estes
apéndices sdo retorcidos e se prolongam muito acima do ginostégio (Figura2 — A e C). A
auséncia destas estruturas em D. capillaris nos fez optar por ndo mensurar a altura dos l6bulos
das corolas, dada a impossibilidade de comparar tais estruturas. Nas demais dimensdes, 0s
lobos da corona de D. capillaris sdo mais largos que em D. rothundifolia, mas a situagéo se
inverte no caso do comprimento que é maior em D. rothundifolia. Seus ginostégios também
diferiram quanto altura e didmetro, sendo ambas as dimensdes maiores em D. capillaris. No

que diz respeito ao formato, em todas as proporc¢des: comprimento/largura de pétalas e
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coronas e altura/diametro do ginostégio, D. rothundifolia teve valores maiores, 0 que garante
as estruturas de suas flores um formato mais longilineo. Estes dados nos permitem concluir
que as flores de Ditassa possuem uma estrutura externa de tamanho semelhante gracas a sua
corola (Figura 2 — A e B), porém seus verticilos mais internos séo bastante distintos, com um
aspecto mais robusto em D. capillaris e mais esguio em D. rothundifolia, além da presenca de
apéndices (Figura 2 — C e D). Os valores destas medidas, bem como as informacdes sobre sua

significancia estatistica estdo presentes na Tabela 2.

Superficie das pétalas

D. rothundifolia tem 88+5% da pétala coberta por tricomas, enquanto D. capillaris tem
uma cobertura menor com apenas 70+8% (t=6.00; gl=17.59; p< 0.0001). Percebemos uma
distingdo nos locais onde os tricomas ocorrem. Eles estdo presentes em toda a pétala em
ambas as espécies, exceto na margem em D. rothundifolia, e no centro em D. capillaris. Em
D. rothundifolia também é possivel perceber que os tricomas aumentam em tamanho a
medida que estdo proximos da cdmara nectarifera e tornam-se orientados em sua dire¢do. Ja
em D. capillaris, os tricomas parecem ndo variar de tamanho, nem ter uma orientacao
determinada (Figura 2 — C e D).

A superficie abaxial das flores de ambas as espécies segue padrdes distintos. Enquanto
em D. capillaris hd um padrdo visualmente semelhante a um solo quebrado e distribuido de
forma uniforme, em D. rothundifolia encontramos uma aspecto ondulado irregular. Quanto a
rugosidade, D. rothundifolia leva vantagem sobre D. capillaris (Figura 3). Em transectos
lineares de 258.30 um, D. rothundifolia teve um contorno do relevo de 343.74+34.34 um,
enquanto D capillaris, na mesma distancia, alcangou um contorno do relevo de apenas
305.06+24.03949 pm. Estes valores resultaram nos respectivos indices de Rugosidade:
1.33+0.13 e 1.18+0.09, sendo estes valores distintos (t=2.26; gl=10; p=0.02).

Estruturas do mecanismo de polinizacéo
As flores de Ditassa de ambas as espécies compartilham todas as estruturas presentes no

sistema de trilhos, cdmaras e polinarios (Figura 4). Em uma vista lateral do ginostégio de

ambas as espécies, vé-se a camara nectarifera e acima dela a entrada alargada do trilho.
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Superiormente, onde o trilho se encerra, encontra-se o corpusculo, acima deste, por sua vez,
encontra-se uma pequena protuberancia encobrindo-o (Figura 4 — A e B).

Indo para o interior do trilho encontra-se uma camara corpuscular. Continua a ela, mas
separada por um estreitamento rigido de esclerénquima encontra-se uma outra cdmara bem
maior, a cAmara estigmatica (Figura 4 — E e G).. Em cada ginostégio estao dispostos de forma
actinomorfa cinco destes complexos envolvendo trilhos e camaras (Figura 4 — C e D) e acima
de cada um deles hd um polinario. Cada um dos polinarios possui duas polinias elipsoides
(dentro delas estdo os graos de pdlen) unidas por um caudiculo a um corpusculo ovalado com
uma ranhura no centro (Figura 4 — F e H). Antes de ser removido, o polinario fica incrustrado
no ginostégio com as polinias escondidas abaixo das abas das anteras (Figura 4 — I e J).

Na maior parte das medices, as estruturas foram maiores em D. capillaris do que em D.
rothundifolia, ocorrendo o contrério apenas para largura da entrada do trilho, a protuberancia
que recobre a parte superior do polinario e a proporcao altura/largura das partes que o compde
(corpusculo e polinia). As Unicas dimensdes semelhantes entre as espécies foram a altura da
polinia e as proporc¢des entre comprimento e largura das cadmaras e interior da ranhura do
corpusculo. Apresentamos os valores destas medidas, bem como as informagfes sobre sua

significancia estatistica, na Tabela 3.

Discussao

De forma geral, a maior parte de nossas hipoteses foi corroborada. Assim, apesar de
terem tamanhos capazes de gerar displays semelhantes, as flores diferem em diversas
caracteristicas micromorfolégicas. Ditassa capillaris apresenta as estruturas associadas a
apresentacdo de recurso bem mais desenvolvidos é mais acessivel no acesso ao possuir
verticilos maiores e mais largos. Ja D. rothundifolia tem a superficie da pétala muito mais
elaborada permitindo uma intima interacdo com os visitantes florais. Aqui, discutimos como
estas diferencas na micromorfologia auxiliam na compreensdo de diferentes niveis de
especializacdo em flores tdo parecidas e aparentemente generalistas. Damos énfase, sobretudo
a superficie da pétala, uma vez que € a primeira vez que este atributo € utilizado para justificar
uma especializacdo fenotipica. No que diz respeito as estruturas relacionadas aos mecanismos
de polinizacdo, tentamos, através da literatura e de nossas observa¢fes do mecanismo nas
espéecies de Ditassa, justificar a auséncia de um padrdo Unico na comparacdo entre as

dimensdes das duas flores.



49

Volume do néctar e sua apresentac@o na corona sao determinantes

H& muito se sabe que volumes e concentrages de néctar possuem padrfes de acordo
com determinados grupos de polinizadores [33, 34]. Todavia, no que diz respeito ao volume,
nos restringimos a dualidade entre muito e pouco néctar. Um exemplo disso é que levamos
em conta o néctar copioso como indicativo da polinizagdo por morcegos e aves [35, 36], mas
negligenciamos pequenas quantidades de néctar como indicativos precisos de polinizadores.
Um experimento levando em conta este atributo em pequenas flores de acesso aberto foi
realizado por [9] que ndo constataram mudancas no grupo de polinizadores visitantes, mas
sim no tempo de visita. Sua abordagem, porém mediu um fator imediato, estes animais ndo
passaram por um processo de aprendizagem afim de reconhecer atributos florais capazes que
capacitassem a distin¢do entre os recursos [37]. Por outro lado, em nosso trabalho retratamos
uma condicao natural, sujeita a selecdo e com padrdes ja estabelecidos. Ao calcular o volume
das camaras nectariferas mostramos que mesmo as quantidades infimas de néctar das espécies
de Ditassa podem variar bastante entre si, auxiliando em niveis micro a especializacdo. Uma
vez que o padrdo dos nectarios é conservado nas Asclepiadoideae, mas a espessura e grau de
desenvolvimento pode diferir entre as espécies [38]. Em nosso caso, ambas espécies de
Ditassa possuem tecidos nectariferos de espessuras iguais e de hipertrofia semelhante. Isso
sugere semelhantes atividades metabolicas e mostra que a principal diferenca entre o0s
recursos é o volume.

O local onde o néctar ¢ acumulado tem um papel fundamental na configuracéo
assumida pelo polinizador durante a visita [39, 40]. Especificamente nas Asclepiadoideae essa
afirmagdo é categorica. O local de acimulo do néctar pode determinar o local onde os
polinarios serdo depositados: se abaixo do trilho a tendéncia é uma deposicdo no aparato
bucal, entretanto, se for na corona, espera-se a deposi¢do nas pernas como é discutido por
[31]. De fato, a maior parte dos polinarios de ambas espécies de Ditassa foram encontrados
nos aparatos bucais. Apesar de nessa subfamilia ser comum sistemas complexos que
conduzem 0 néctar para outras partes da corona, 0 que Ocorre em nossas espécies é um
sistema simples onde o néctar escorre diretamente, assim como descrito por [18] para
Morrenia. Além disso, parece haver um padrdo para cada tipo de polinizador. [15] apontam
dois padrdes distintos, um que favorecem principalmente pequenas moscas, e outro, abelhas.

No primeiro caso, tratam-se de coronas abertas e néctar acumulado sobre abas da corola,
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enguanto no segundo o néctar permanece em cavidades da corola. [18] estudando polinizacédo
por vespas, também encontraram néctar sem acesso livre, neste caso encoberto por uma
corona que revestia quase ou totalmente o ginostégio. Neste trabalho encontramos o caso
oposto, com 0 acesso livre ao néctar ocorrendo em associagdo com vespas e 0 acesso mais
fechado com as moscas. Estes resultados mostram como é dificil determinar um padrdo neste
grupo e que cada caso deve ser analisado com cautela.

Como vimos neste trabalho, ndo ha diferenca entre o tamanho das flores, exceto pelas
larguras das pétalas que sendo mais estreitas em D. rothundifolia facilitam a passagem das
moscas entre suas superficies abaxiais e adaxiais. De forma geral as principais diferencas de
tamanho encontram-se na corona.[30] hd muito ja sugeriram que este verticilo era
provavelmente o mais importante na determinacdo da forma de interagdo do polinizador. As
coronas de Ditassa sdo o0s princiapis atributos que tem sido usados para determinacdo do
género [14]. Em nosso caso, a configuracdo se mantém, sendo mais larga pode facilitar o
acesso das vespas em D. Capillaris, enquanto em D. rothundifolia, apéndices, néctar mais
escondido e estruturas mais alongadas podem favorecer a preciséo na polinizacdo por moscas,

insetos conhecidos por serem polinizadores pouco eficientes [7].

Superficie da pétala com ajustes aos niveis de especializacéo

O estimulo tactil das pétalas e sua capacidade de propiciar atrito e assim facilitar o
pouso e deslocamento dos polinizadores parece desempenhar papeis distintos na polinizacéo
da espécies de Ditassa estudadas. E importante levar em conta que a percepcao tactil possui
importancias distintas para moscas e vespas, no contexto das Ditassa. Inicialmente, porque
apenas as moscas pousam na flor, ja que as vespas, por serem maiores pousam nos ramos.
Outras evidéncias que apontam para uma maior importancia tactil para moscas em detrimento
de vespas sdo dadas por [41] que sugerem que pistas tactes sao dispensaveis na polinizacdo de
Ficus, caso mais emblematico de polinizacdo por vespa e por Millner, H.J. (dados n&o
publicados) que demonstra a importancia deste tipo de estimulo para moscas através de
experimentos em orquideas do género Restrepia. Ao corroborar nossa hipdtese, encontrando
uma superficie mais elaborada em D. rothundifolia, trazemos uma evidéncia a favor desta
questao.

Outro aspecto interessante em nossa abordagem sobre a superficie das pétalas é que

descrevemos um substrato (a flor) respondendo a selecdo dos animais que apoiam-se sobre
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ele. Os trabalhos com a hipotese do tamanho do grdo geralmente mostram uma adaptacao
morfologica dos animais em favor do substrato, como por exemplo, a resposta na proporcao
perna/tamanho do corpo em formigas [27]. Aqui, mostramos um caso no qual esta hipotese
também € vélida no caminho contrério. Neste contexto, as pétalas possuem diferentes arranjos
nos tricomas e na rugosidade, o que parece ser parte da explicacdo para os niveis de

especializacao presentes nas mesmas.

O fato de encontramos um padréo de tricomas muito mais organizado e de maior area
em D. rothundifolia, cujos polinizadores pousam nas flores, € uma evidéncia em favor da
funcionalidade dos tricomas como estimulo tactil e visual. Essa funcdo é comumente sugerida
para estas estruturas. Na propria subfamilia Asclepiadoideae encontramos tricomas vibrateis
que mimetizam pelos em Boucerosia indica [42] e h& orquideas miméticas que utilizam
tricomas de forma parecida[43, 44]. Tricomas existentes nas pétalas mesmo sem funcéo
secretora podem auxiliar na polinizacdo, dependendo de seu tipo e padréo de disposicao [45].
Outros casos que chamam atencdo séo o complexo sistema de aprisionamento de moscas em
flores-armadilhas de Aristolochia [46] e na propria subfamilia Asclepiadoideae em Ceropegia
[47] e o espalhamento de polen sobre os tricomas aumentando da superficie em que ele é
exposto aos polinizadores em Antirrhinum [48]. Os tricomas sdao um carater muito comum
nas flores de Metastelmatinae, clado de Asclepiadoideae ao qual pertencem as Ditassas [49] e
acreditamos que eles devem ser considerados pistas importantes para entender casos de

especializacéo.

Uma outra estrutura para qual é amplamente atribuida a funcédo de estimulos tateis e
também de atrito sdo as células conicas, exclusivas das superficies de algumas pétalas .[50]
Estas células evoluem em flores cujos polinizadores necessitam de plataforma de pouso, mas
também ha exemplos de que podem retornar ao seu estado original, caso a selecao favoreca
polinizadores que apenas pairam sobre as flores [51]. Os visitantes sdo capazes de reconhecer
tais células e selecionam flores levando em conta esta caracteristica mais do que outros
atributos como a cor [52, 53]. Apesar de ndo conseguirmos identificar tais células em nossas
flores, registramos superficies das pétalas com relevos bem demarcados possibilitando a
comparacdo de diferentes niveis de rugosidade. De forma analoga as células conicas, estas
rugosidades estdo intensificadas em D. Rothundifolia, que tem pequenos dipteros que pousam

sobre as pétalas como principais polinizadores, e, por outro lado, estdo reduzidas em D.
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capillaris, na qual as vespas sdo os principais polinizadores e apoiam-se sobre 0s ramos.
Desta forma, ampliamos a questdo do estimulo tactil do limite entre a existéncia de células
conicas para a consideracdo da superficie da pétala como um todo. Trata-se de outro traco a
ser considerado em demais trabalhos com este grupo de plantas.

O mecanismo de polinizacao é o mesmo, mas algumas medidas precisam de ajustes

No geral, o0 mecanismo de polinizacdo das Ditassa funciona de forma semelhante ao
padrdo conhecido para as Asclepiadoideae. Para promover a polinizacdo nas espécies de
Ditassa, € necessario acessar a camara nectarifera, para no momento da retiradado aparato
bucal, té-lo conduzido pelo trilho. Este sistema permitea conducdo até os corpusculos € a
deposicdo das polinias. Neste sistema a principal distin¢do entre as duas espécies de Ditassa
parece ser: i) 0 acesso as estruturas que, em D. rothundifolia € mais restrito e ii) o tamanho
menor das estruturas relacionadas ao contato com o polinizador. O acesso mais restrito
(apéndices da corona, estruturas do polinario mais alongadas, camara nectarifera menor com a
entrada do trilho menos exposta, apesar de mais larga, e corpusculos mais escondidos pela
protuberancia da cabeca do estigma) pode intensificar o direcionamento do mecanismo, uma
Vez que as moscas parecem ser menos precisas em seus movimentos. J& os tamanhos menores
de algumas estruturas podem ser uma resposta ao menor tamanho das moscas, pois ocorrem
principalmente em parte associadas diretamente ao contato com o corpo do polinizador, como
corpusculos e camaras. As propor¢cdes mantidas indicam principalmente a manutencdo da
estrutura basica do mecanismo. Estamos falando, portanto, de um mecanismo bastante
complexo, no qual as estruturas envolvidas devem estar em um ajuste mutuo bastante preciso
para garantir 0 seu sucesso [54].

Finalmente, outro ponto que vale a pena destacar, observado de forma exclusiva nas
espécies deste estudo, é a constituicdo das camaras. A presenca de camaras capazes de reter a
polinia (cAmara estigmatica) e funcionar de guias até o corpusculo (cAmara corpuscular) ja era
conhecida [55]. A cadmara corpuscular auxilia na conducédo da parte do polinizador (perna ou
aparato bucal) ao corpusculo, ja a cdmara estigmatica retém eventuais polinias que ja estejam
presas ao polinizador. Entretanto, nas espécies de Ditassa aqui estudadas, as camaras
corpusculares ndo sdo formadas por projecfes do tecido da parte externa do trilho como é
mais comum [18], mas sim por um espessamento de lignina no interior da camara estigmatica.

Assim, tratam-se de estruturas anadlogas, porém de origens distintas. Essa convergéncia
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enfatiza a necessidade de existencia de uma pequena camara capaz de guiar o polinizador a
fenda do corpusculo. Estudos nessa direcdo integrando outras espécies do género ou da tribo

Metaltesminae podem corroborar nossa sugestao
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Tabela 1 - Micromorfometria da camara nectarifera e tecido secretor de néctar de Ditassa

capillaris e D. rothundifolia (Asclepiadoideae — Apocynaceae). Flores coletadas no Vale do

Ditassa Ditassa
rothundifolia capillaris t P

ALT 0.24+0.04mm 0.34+0.09mm 3.4592 0.0017
Camara LAR 0.22+0.03mm 0.78+0.08mm  21.2872 < 0.0001
nectarifera COM 0.17+0.04mm 0.48+0.11mm 9.3103 <0.0001
VOL 0.04+0.01pl 0.55+0.28pl 6.439 < 0.0001

Tecido ESP 12.56+0.74um 12.63+158um 0.093 0.927
COM 454,95+44.33um  223.39+11.62um 13.2974 < 0.0001

secretor PCE 63+3% 59+4% 2.277 0.043

Catimbau — PE, Brasil.

(ALT — altura, LAR — largura, COM — comprimento, VOL — volume, ESP — espessura, PCN

— porcentagem da superficie da cAmara estigmatica.)

Tabela 2 - Morfometria dos verticilos florais de Ditassa capillaris e D. rothundifolia

(Asclepiadoideae — Apocynaceae). Flores coletadas no Vale do Catimbau — PE, Brasil.

) o Ditassa
Ditassa capillaris - t p
rothundifolia
Flor DIA 5.81+0.39mm 5.63+£0.48mm 1.01 0.15
COM 2.60£0.21mm 2.54+0.21mm 0.67 0.25
Pétalas
LAR 1.41+0.12mm 1.23+0.11mm 3.63 <0.001
(Corola)
PCL 1.85+0.15 2.07+0.14 3.53 <0.001
COM 0.31+£0.07mm 0.55+£0.05mm 9.56 <0.0001
Lobulos
LAR 0.77+£0.08mm 0.61+£0.09mm 455 <0.0001
(Corona)
PCL 0.40+0.06 0.91+0.11 14.55 <0.0001
Ginostégio ALT 1.37£0.20mm 1.154+0.06mm 3.63 0.017
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DIA 1.15+0.11mm 0.81+0.10mm 794 <0.0001 (DIA
PAD 1.19+0.11 1.43+0.16 438 <0.0001 -

diame
tro em pm; COM — comprimento em mm; LAR — largura em mm; PCL — propor¢éao
comprimento/largura; ALT — altura em mm; PAD — proporcéo altura/diametro) Analise a

partir de fotos com estereomicroscopio com n=12/sp.
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Ditassa rothundifolia e D. capillaris e valores dos testes estatisticos. Flores coletadas no Vale

D. capillaris D. rothundifolia t p
COM! 55.85+15.23um 32.60£8.94um 3.27 0.008
Camara
LAR!  76.80+£12.70um 58.02+7.39um 3.18 0.008
corpuscular
PCL 0.76x0.29 0.58+0.20 1.32 0.2150
COM! 290.75£31.77um 131.13+7.51um 12.88 <0.001
Camara
. LAR! 247.304£67.54 um 141.9749.39um 4.08 0.0064
estigmatica
PCL 1.26+0.39 0.93+0.11 2.11 0.0728
Passagem entre as
X 49.60+7.01 27.68+7.51 5.44 <0.001
camaras!
il ALT2  0.72+0.06mm 0.62+0.06mm 4.28 <0.001
rilho
LAR2  0.12+0.04mm 0.16+0.03mm 3.25 0.0036
ALT? 0.36£0.03um 0.28+0.02um 8.07 <0.001
Polinéario LARS 0.4520.03um 0.26£0.01pum 17.74 <0.001
PAL 0.81+0.11 1.07+0.08 5.96 <0.001
ALT? 0.23+£0.01pm 0.13+£0.01pm 21.19 <0.001
] LAR®  0.13+£0.01pm 0.06+0.01um 17.20 <0.001
Corpusculo
COM!  124.72+10.92um 78.02+12.34um 7.24 <0.001
PAL 1.79+0.15 2.04+0.23 2.80 0.0118
Parte superior do
] 60+10% 80+21% 2.94 0.096
corpusculo encoberta?
COM!  90.20+8.66um 55.33+£4.32um 8.92 <0.001
Ranhura do
) LAR!  67.95+9.90um 32.90£5.95um 7.55 <0.001
corpusculo
PCL 1.36+0.27 1.73+0.37 2.13 0.0556

do
Cati

mba
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Caldiculo? 0.12+0.01pum 0.09£0.01pm 7.88 <0.001

ALT®  0.21£0.02pum 0.20£0.01pm 1.35 0.1922

o LAR®  0.12+0.01um 0.07+0.01pm 12.91 <0.001
Polinia COM! 111.80+14.97pm 72.65+4.97um 6.51 <0.000 (CO
PAL 1.76%0.20 2.8620.23 11.32 <0.001 M-

com
primento em pum; LAR — largura em pum; PCL — propor¢do comprimento/largura; ALT —
altura em pum; PAL — proporgéo altura/largura) Medigdes realizadas em fotos obtidas com ?
cortes histologicos seriados transversais (n=6 em D. rothundifolia e n=7 em D. capillaris), 2
analise sob esteromicroscopio (n=12/sp), 3 polinarios imersos em glicerina e fotografados em

microscopio optico (n=12/sp).
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FIGURAS

Figura 1 — Micromorfologia da camara nectarifera e localizacdo dos nectarios de Ditassa
rothundifolia e D. capillaris. Flores coletadas no Vale do Catimbau — PE, Brasil.

A

L &

4
%

Volugfe . _Volume'_:::"'
0.04-:0801 1 : 0.55+0.28 In o

i00um
Vista lateral do ginostégio destacando em amarelo o local de acimulo de néctar em D.
rothundifolia (A) e D. capillaris (B). Seccdes longitudinais (C-D) marcadas em A e B com
seta, mostrando local de secrecdo do néctar e cAmara nectarifera. Sec¢des transversais (E-F)
marcadas em C e D com seta, mostrando comprimento, estrutura e espessura do tecido

secretor nectarifero na camara estigmatica. Abreviaturas: dimensdes da caAmara nectarifera de
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D. rothundifolia e D. capillaris, diametro/largura (a’ e a’”), didmetro/altura (b’ ¢ b*”),
diametro/comprimento (¢’ e ¢’’); cabeca do estilete (ec); corpusculo (co); ovario (ov); interior
da antera onde ficam as polinias (an); trilho (t); lobo da corona (cr); aba inferior da corona

(ca); pétala (p); cAmara estigmatica (ce); cAmara nectarifera (cn); tecido secretor nectarifero

(tn).
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Figura 2 — Flores de Ditassa rothundifolia e D. capillaris e detalhes dos verticilos. Flores

coletadas no Vale do Catimbau — PE, Brasil.

Flores de Ditassa rothundifolia (A) e D. capillaris (B) e suas imagens em detalhe
evidenciando area coberta por tricomas na parte adaxial da pétala e a configuracdo da corona
(respectivamente C e D). Abreviaturas: pétala (p), I6bulo da corona (cr), aba inferior da

corona (ca), apéndices da corona (ap) cabeca do estilete(ec).
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Figura 3 — Reconstrucdo 3d da superficie abaxial da pétala de Ditassa capillaris e D.

rothundifolia. Flores coletadas no Vale do Catimbau — PE, Brasil.

Vista em perspectiva superior e ao nivel da superficie da pétala. Respectivamente: A e C para
Ditassa capillaris; B e D para D. rothundifolia. Os valores estdo em micrémetros e as letras

indicam 0s eixos (X, y e z).
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Figura 4 — Estruturas associadas a polinizacdo em Ditassa rothundifolia e D. capillaris

em Vista frontal do ginostégio em Ditassa rothundifolia (A — corona removida para facilitar
visualizacdo) e D. capillaris (B); corte transversal do ginostégio evidenciando conjunto de
camaras (respectivamente C e D); detalhe de cAmara estigmatica e camara corpuscular (E e
G); polinarios completos (F e H); e corte transversal indicando configuracdo do polinério
antes da remoc&o (I e J). Abreviaturas: cabeca dos estiletes (ec); protuberéncia da cabeca do
estigma (pt); corpuasculo (cp); trilho (t); local da cdmara nectarifera (cn); lobulo da cornona
(cr); aba inverior da corona (ca); camara corpuscular (cc); cAmara estigmatica (ce); caudiculo
(cd); polinia (pl); e ranhura interna do corpusculo (ri).
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5 MANUSCRITO A SER SUBMETIDO AO PERIODICO ANIMAL BEHAVIOR -
Polinizacédo por formigas em Asclepiadoideae (Apocynaceae): aptidao das flores ao

sistema e influéncia das histérias naturais destes polinizadores
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Resumo

A polinizacdo por formigas é um sistema raro que ocorre em poucas espécies distribuidas em
diferentes familias. Um grupo de plantas onde h& indicios deste sistema (observacGes de
formigas como visitantes florais e removendo polinarios) é Asclepiadoideae (Apocynaceae).
As flores deste grupo séo consideradas as mais complexas dentre as Eudicotileddneas. Dada a
raridade deste sistema de polinizagdo e a complexidade destas flores, este trabalho buscou
entender se é legitima a contribuicdo da polinizacdo por formigas no grupo, que atributos das
flores permitem este sistema e como a historia natural das formigas interfere em seu servico
de polinizagdo. Nés utilizamos como modelo duas espécies do género Ditassa encontradas em
area de caatinga: D. capillaris e D. rothundifolia. Cada uma delas é polinizada por uma
formiga, respectivamente, Cephalotes sp. e Dorymyrmex thoracicus, cada uma pertencente a
um grupo funcionais distinto. Nossos resultados mostraram que as espécies de Ditassa
possuem atributos que propiciam a polinizacdo por formiga, dentre os quais: habitos em
consonancia com os locais de forrageamento das formigas, tamanho da flor, facil acesso ao
recurso, polén apresentado em polinias e resisténcia a secrecdo da glandula metapleural das
formigas. No que diz respeito as formigas, descobrimos que seus grupos funcionais podem
auxiliar na previsdo de sua atuacéo e efetividade como polinizadoras, mas a contribuicdo pode
ndo ser tdo distinta. Nossos resultados nos levam a crer que este sistema pode ser mais

comum do que é atualmente conhecido.

Introducéo

Polinizacdo por formigas é um sistema raro e restrito a poucas espécies em diferentes
familias de Angiospermas (Rod Peakall & Beattie, 1991). Muitos estudos indicam motivos
para tal raridade, como tamanho pequeno desses insetos, seu comportamento de autolimpeza e
sua limitagdo no deslocamento (Faegri & Pijl, 1979), mas o principal deles é o
comprometimento da germinacdo do polen por secre¢des antibidticas existentes na glandula
metapleural (Beattie et al., 1984; Wagner, 2000). Por outro lado, este sistema possui a
vantagem de ter baixo custo energético (Hickman, 1974) e aproveitar-se da forte atuacdo das
formigas quando polinizadores alados sdo escassos como em ambientes aridos (Gomez &
Zamora, 1996) ou alpinos (Puterbaugh, 1998). Dentro desta demanda conflitante, este sistema

evoluiu varias vezes e de formas distintas entre as Angiospermas havendo ajustes distintos
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tanto nas flores, quanto nas formigas (Beattie, 2006).Observar como estes padrdes se repetem
nas flores nos permite vislumbrar como a convergéncia evolutiva atua (Faegri & Pijl, 1979;
Fenster et al., 2004; Fenster & Martén-Rodriguez, 2007; Tucker, 1997). Por outro lado,
entender particularidades dos polinizadores nos permite tragar melhor sua repercusséo sobre
as flores (Niet & Johnson, 2012). Assim, o registro e analise de novos casos, sobretudo em
novas familias auxilia a compreender esta interacéo peculiar.

Em nossos estudos de biologia floral na Caatinga, com Asclepiodoideae, encontramos
as formigas Dorymyrmex thoracicus e Cephalotes sp. polinizando respectivamente as flores
de Ditassa rhotundifolia e D. Capillaris. Apesar de serem observados outros polinizadores,
como outros himendpteros (alados), dipteros e lepidopteros, as formigas foram os Unicos
presentes em todos os dias de observacbes em campo e com um numero de visitas
notoriamente maior. As flores desta subfamilia sdo consideradas as mais especializadas e
funcionalmente complexas dentre as Eudicotileddneas (Endress & Gafner, 1996).Apesar de
existirem registros pouco claros e anedéticos da interacdo das formigas com suas flores
(Tabela 1), esse é o primeiro trabalho em que a polizacdo por estes insetos foi realmente
comprovada, uma vez que os demais descrevem apenas a remocao de polinarios. Apesar de
haver registro de polinizacdo por formigas em orquideas (Peakall & Beattie, 1989), outro
grupo com flores morfologicamente complexas (Dressler, 1993; Mondragon-Palomino,
2008), a morfologia das Asclepiadoideae é totalmente peculiar. Assim, entender a
participacdo da flor nesta interacdo nos traz uma nova perspectiva importante sobre
polinizacdo por formigas em flores complexas. Por outro lado, as duas espécies de formigas
polinizadoras tém historias naturais muito distintas (ver caracterizacdo das espécies). Estes
fatores levam a um interessante questionamento de como diferentes atributos morfolégicos e
funcionais de uma formiga podem influenciar na sua contribuigéo para a polinizacéo.

Assim, buscamos caracterizar como cada parte envolvida, plantas e formigas,
propiciam esta interacdo respondendo as seguintes perguntas: (1) que caracteristicas das
espécies de Ditassa propiciam a polinizagdo por formigas?; (2) como as polinias de Ditassa
reagem a secrecao da glandula metapleural?; como as espécies de formiga diferem quanto (3)
quantidade de atuacdo, (4) comportamento de visita, (5) efetividade e (6) total de contribuicao
na polinizagdo. Esperamos que as plantas tivessem atributos semelhantes ou analogos aos
presentes em outras plantas polinizadas por formiga e tolerancia a glandula metapleural. Além
disso, que D. thoracicus seria mais atuante, em detrimento de uma menor efetividade de

polinizacdo por serem menores e realizarem visitas rapidas, gastando mais tempo patrulhando
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0 recurso. Em contrapartida, haveria menor atuacdo por parte de Cephalotes sp, que seria mais
efetiva dado seu comportamento mais lento e tamanho maior, capaz de acionar 0 mecanismo

de polinizagéo das Asclepiadoideae.

Materiais e métodos

Caracterizacdo das espécies

As espécies D. rothundifolia e D. capillaris ocorrem em areas de Caatinga e Cerrado.
O mecanismo de polinizacdo das Asclepiadoideae consiste em trilhos onde o visitante insere
alguma parte do corpo (1- A) e ao tird-la remove uma estrutura em forma de clipe
(corpUsculo) que transporta dois sacos de pdlen (polinias), a estrutura completa chama-se
polinario (Figura 1 — B). O processo se repete na flor seguinte, mas desta vez, uma das
polinias do polinario que estava preso ao animal fica retida no trilho (Figura 2 — B).

Com relacgdo as formigas polinizadoras de Ditassa, estas pertencem a diferentes grupos
taxondmicos e funcionais e estdo presentes em diferentes extratos vegetais. Dorymyrmex
thoracicus pertence a subfamilia Dolichoderinae, caracterizada por sua dominancia,
registrando os principais casos de formigas invasoras (Andersen, 1995), o proprio género
Dorymyrmex € considerado dominante, resultado de seu aproveitamento de energia térmica e
metabdlica, alta atividade e grandes col6nias (Lach et al., 2010). D. thoracicus é uma formiga
pequena e esta associada geralmente a serapilheira e solo (Vasconcelos et al., 2006). J& o
género Cephalotes é da subfamilia Myrmecinae, um grupo funcional comumente generalista,
ndo monopolizando recursos (Lach et al., 2010). Esse género é essencialmente arboricola,
mas €, por vezes, encontrado na serapilheira (Vasconcelos et al., 2006). Um pouco maior, tem
um corpo achatado dorso-ventalmente, fator que auxilia na manobrabilidade em queda livre
(Yanoviak et al., 2005).

Local de estudo

O Parque Nacional do Catimbau (PARNA Catimbau) possui o clima semiarido Bsh como
predominante - escala de Kdppen (Peel et al., 2007). A temperatura média encontra-se entre
21°C e 25°C e a precipitagdo anual entre 650 e 1100 mm, oscilando muito entre os anos.

Conduzimos os estudos em areas de caatinga arbustiva (perenifolia, com elementos de
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cerrado e de campos rupestres) e caatinga arbustivo-arbdrea, (arvores e arbustos
frequentemente contorcidos e com espinhos). A populacdo de Ditassa rothundifolia estava
associada a afloramentos rochosos em torno de 8°35°3,8” O e 37°14°27,9” S, com seus
individuos incrustrados nas fendas das rochas. J& a populagdo de D. capillaris estava em &reas
cobertas por Caatinga arbustivo-arborea em torno de 8°32°1.0° O e 37°14°59.4 S*’, 0s ramos
de seus individuos apoiavam-se acima do dossel.

Comparagcao de atributos: espécies de Ditassa e demais espécies polinizadas por formigas

Afim de comparar as espécies de Ditassa com outras também polinizadas por
formigas, utilizamos uma planilha de atributos florais elaborada levando em conta as
classificagbes propostas por (Hickman, 1974) (descreveu o sistema de polinizacdo de
Poligonum cascadence e listou pela primeira vez os principais atributos que garantem a
polinizacdo por formigas), por (Faegri & Pijl, 1979) (fizeram a primeira revisdo sobre o
tema), por (Peakall & Beattie, 1991) (que reuniu evidéncias a favor a polinizacdo por
formigas), por (Gémez et al., 1996) (que reGniram os tracos de espécies alpinas e de
ambientes secos polinizadas por formigas), e por (Beattie, 2006) (que apresenta a mais recente
revisao sobre o assunto). Assim, esperamos que na checagem destes atributos as espécies de
Ditassa tenham alto percentual de atributos correspondentes aos sistemas de polinizacdo por
formigas. Obtivemos os atributos das espécies de Ditassa através de observacoes das plantas e

flores em campo e analise de flores sob estereomicroscépio.

Experimentos de germinacdo de polinias expostas as formigas

Para verificar o efeito da glandula metapleural das formigas no comprometimento da
germinacdo das polinias realizamos o seguinte tratamento, em ambas as espécies de Ditassa.
Para cada uma das espécies, ensacamos botdes florais em pré-antese durante a noite e na
manha seguinte, recolhemos as flores abertas e as transferimos para um meio de Agar-agar em
caixas gerbox. Concomitantemente, capturamos as suas respectivas formigas em campo e as
transportamos vivas para o laboratério em caixas de isopor. No laboratorio, realizamos
manualmente a autopolinizacdo, porém adicionando o efeito das formigas (n=10/par formiga-
planta). Para realizar a autopolinizagdo em Asclepiadoideae é necessario remover o polinario
e em seguida depositar uma das polinias do mesmo na camara estigmatica. Assim, apos a

remocao do polinario e antes de deposita-lo na cadmara estigmatica, friccionamos a polinia na
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regido ventral da formiga viva. Em seguida deixamos as flores nas caixas gerbox por dois dias
para a emissdo dos tubos polinicos. Posteriormente, verificamos a formacdo de tubos
polinicos através de microscopia de fluorescéncia (Martin, 2007) e registramos quantas flores
tiveram tubos chegando até os 6vulos.

Registro de comportamento de visitas

Observamos as visitas das formigas a suas respectivas flores afim de descrevé-las em
detalhes quanto a interacdo entre a morfologia e estrutura floral e o comportamento das
formigas. Além disso, repetimos essa observacdo de maneira sistematica afim de quantifica-la
quanto ao nimero e duracédo de visitas. Procedemos da seguinte forma: tomamos uma formiga
visitando uma flor aleatoriamente e a acompanhamos durante 15 minutos; nesse periodo
registramos o namero, duracdo total e individual das visitas. Repetimos esse procedimento
varias vezes para cada par de formiga e planta (n=35 para Dorymyrmex thoracicus em Ditassa
rothundifolia, n=20 para Cephalotes sp. em D. capillaris). Assim, calculamos o nimero de
visitas/hora, o tempo médio de visita e tempo de visitas/hora para cada espécie de

formiga/planta.

Registro de comportamento de visitas

Observamos as visitas das formigas as suas respectivas flores afim de descrevé-las em
detalhes. Tal descricdo foi realizada em duas etapas: uma descritiva, onde atraves de
observacao direta registramos detalhadamente a interacdo entre a morfologia floral e o
comportamento das formigase e uma etapa quantitativa de observacdes sistematicas, onde
registramos ndmero e duracdo de visitas. Para esta Ultima, procedemos da seguinte forma:
tomamos uma formiga visitando uma flor aleatoriamente e a acompanhamos durante 15
minutos registrando o nudmero, duragdo total e individual das visitas. Repetimos esse
procedimento varias vezes para cada par de formiga e planta (n=35 para Dorymyrmex
thoracicus em Ditassa rothundifolia, n=20 para Cephalotes sp. em D. capillaris). A partir dos
valores obtidos , calculamos o nimero de visitas/hora, o tempo médio de visita e tempo total

de visitas/hora.
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Quantificacao de polinias transportadas e experimentos de polinizacao seletiva

Tomamos as formigas coletadas no item 3 e quantificamos o ndmero de polinias
aderidas a seus corpos e registramos 0s locais onde estas estavam presas. Assim,
quantificamos os locais preferenciais de deposicdo de polinias nas diferentes espécies de
formigas. Obtivemos também a razao de polinias transportadas por formigas.

Afim de quantificar a deposicdo de polinias por formigas, realizamos experimentos de
polinizacdo seletiva. Para cada uma das espécies de plantas, durante a noite, ensacamos
individualmente botbes florais em pre-antese em sacos de voal (n= 20/sp). Na manha
seguinte, com as flores abertas, inserimos uma formiga viva no saco de voal. Obviamente, as
formigas eram as respectivas espécies polinizadoras de cada planta, as quais nos certificamos
de ndo possuir polinias aderidas. Ap6s uma hora recolhemos as flores afim de quantificar o
nimero de polinias removidas e depositadas; por fim, dividimos o nimero de polinias

removidas pelo nimero de polinias depositadas e obtivemos a razdo de deposi¢do de polinias.

Contribuicao ponderada de cada espécie de formiga na polinizacdo

Estimamos o nimero de polinias depositadas por cada espécie de formiga para cada
individuo de sua respectiva espécie de planta (n=5/sp), ponderando os valores de efetividade
de polinizacdo e atuacdo das formigas. Inicialmente, obtivemos um valor de atuacdo diaria
(AD) das formigas, ponderando a quantidade de horas de atuacdo (HA) diéria da espécie, pelo
numero de formigas/m3 de ramo (FM) forrageando em cada individuo.

AD=HA.FM

Em seguida, estimamos a quantidade de polinias depositadas por cada formiga (PD),
ponderando a média de polinias/formigas (PF) pela razdo de remocdao/deposicdo (RD) de
polinias, que é uma constante em cada espécie de formiga.

PD=PF.RD

Por fim, ponderamos a atuacdo diaria das formigas (AD) pelo nimero de polinias que
cada formiga deposita (PD), obtendo um valor de deposicéo total (DT) de polinias em cada
individuo de planta. Por fim, utilizamos a média de deposicdao total de cada espécie como uma
estimativa do total de polinizagOes realizadas por dia em 1 m3 de ramo.

AD .PD=DT
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Resultados

Comparacao de atributos: espécies de Ditassa e demais espécies polinizadas por

formigas

Como pode ser visto na Tabela 2, a maior parte dos atributos nas espécies de Ditassa
concordam com os padrdes esperados para casos de polinizagcdo por formigas. A porcentagem
de atributos concordando de forma total ou parcial foi de 85% em Ditassa rothundifolia e de

71% em D. capillaris.

Experimentos de germinacao de polinias expostas as formigas

Em todas as flores de ambas as espécies de Ditassa foram observados tubos polinicos
chegando nos ovarios, indicando que, tanto no caso de Dorymyrmex thoracicus quando em
Cephalotes sp., a friccdo sobre as polinias de suas respectivas flores ndo inibiu a emissao dos
tubos polinicos.

Horério de atuacdo e nimero de formigas em forrageamento

As formigas da espécie Dorymyrmex thoracicus foram registradas em atividade
sempre a partir do amanhecer (6:00 horas) até o crepusculo (18:00 horas), totalizando 12
horas diarias. J& Cephalotes sp. tinha sua atividade restrita entre as 9:00 horas até as 17:00
horas, totalizando apenas oito horas diarias. Com relacdo ao numero de formigas sobre 0s
ramos, também encontramos diferenca entre os pares de espécies: 277+98 formigas/m? de
ramo em Ditassa rothundifolia, e apenas 63+21 formigas/m3 de ramo em D. capillaris
(p=0.003; t=5.002).

Comportamento de visitas

Ditassa rothundifolia

Os individuos de Dorymyrmex thoracicus patrulhavam os ramos de Ditassa

rothundifolia de forma bastante veloz aproximando-se de diversas flores, porém visitando



75

apenas aguelas em melhor de aparéncia mais integra para tomar néctar. Em uma mesma
visita, a formiga mudava de posicdo varias vezes afim de acessar cada uma das cinco
cavidades entre os l6bulos da corona onde o néctar estava acumulado. Para trocar de posi¢édo a
formiga dava voltas por tras do calice e se deslocava entre as pétalas. D. thoracicus acessava
0 nectar de duas formas. A primeira delas era encostando o corpo sobre os apéndices da
corola, apoiando suas pernas no ginostégio e nas pétalas e inserindo o aparato bucal na
camara nectarifera (Figura 2 - A). Desta forma, apenas as pernas eram capazes de remover ou
depositar polinias, uma vez que os apéndices da corona impediam o contato com restante do
corpo e 0 aparato bucal da formiga é muito pequeno para inserir-se no trilho. A outra forma
de acesso era apoiando-se nas pétalas e ficando em frente ao trilho (Figura 2 - B). Nessa
posicdo, as antenas podem remover polinias, pois sdo finas e longas o suficiente para inserir-

se no trilho.

Ditassa capillaris

Por outro lado, os individuos de Cephalotes sp. ao patrulharem os ramos de Ditassa
capillaris eram mais lentos e menos seletivos com as flores do que o observado para
Dorymyrmex thoracicus em Ditassa rothundifolia. A forma de visita mais recorrente
registrada em Ditassa capillaris se dava com as formigas encostando-se sobre a cabeca do
estigma e apoiando as pernas sobre o ginostégio para inserir o aparato bucal na camara
nectarifera (Figura 2 - C). Nessa posicdo as polinias podiam ser depositadas sobre as pernas,
sobre o aparato bucal (que nesta espécie tem tamanho suficiente para ser inserido no trilho) e
na parte ventral do corpo, que apesar de ndo passar pelo trilho, conseguia remover polinias
por friccdo. Na outra posicdo as formigas acessavam a camara nectarifera pela diagonal,
apoiando-se nas pétalas (Figura 2 - D). Suas antenas sdo curtas e espessas, de modo que
mesmo nesta posi¢do ndo conseguiam inseri-las nos trilhos. Esta espécie de formiga também
mudava de posicdo para acessar as cinco cavidades onde o néctar estava acumulado, porém

fazia isso apenas movendo o corpo em torno do eixo da flor.

Comparacdo dos comportamentos de visita

A quantificacdo das visitas das duas espécies de formigas mostrou que houve

diferenga no comportamento (Tabela 3): D. thoracicus realizou mais visitas de periodos mais
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curtos e Cephalotes sp. realizou menos visitas, poréem de maior duracdo. De forma geral, a
primeira espécie passa menos tempo visitando flores do que a segunda. Tanto para
Dorymyrmex thoracicus, quanto para Cephalotes sp. ndo observamos interacdo antagonica
com os demais visitantes florais. Havia uma maior restricdo a polinizagdo cruzada em Ditassa
rothundifolia, pois seu habito isolado dificultava o fluxo das formigas entre os individuos. Em
D. capillaris essa restricdo ndo existia, pois era comum individuos distintos terem ramos

entrelacados.

Quantificacao de polinias transportadas e experimentos de polinizacao seletiva

A razdo de polinias transportadas/formiga nos individuos de Dorymyrmex thoracicus
coletados sobre Ditassa rothundifolia foi de 1/25+1/11, ja nos individuos de Cephalotes sp.
sobre D. capillaris foi de 1/2+1/1. Assim, é perceptivel que a capacidade de remover polinias
€ bem maior no segundo par de espécies do que no primeiro (p=0,0001;9l=2;G=30,27).
Também hé diferenca quanto aos locais de deposicéo no corpo das formigas (Tabela 4), sendo
em D. thoracicus nas antenas e pernas e em Cephalotes sp. no aparato bucal, ventre e pernas
(Figura 3).

No que diz respeito aos experimentos de polinizacdo seletiva, registramos
Dorymyrmex thoracicus depositando um terco das polinias que ela remove, enquanto
Cephalotes sp. deposita um quarto das polinias que remove. Ainda assim, apesar dessa
diferenca ndo constatamos significancia estatistica entre estas raz6es de deposicao de polinias
(p=0.93;01=2;G=0,14).

Célculos estimativos da contribuicdo de cada espécie de formiga na polinizagéo

Quando levamos em conta a atuacdo das formigas sobre a planta, encontramos que
Dorymyrmex thoracicus forrageia sobre Ditassa rothundifolia quase sete vezes mais que
Cephalotes sp. sobre D. capillaris (Figura 4, A). O que resulta em uma diferenca significativa
(t=5.540; p=0.002). Por outro lado, quando o parametro analisado é a efetividade geral de
polinizacdo a situacdo se inverte. Neste caso, Cephalotes sp. é seis vezes e meia mais eficiente
que Dorymyrmex thoracicus (Figura 4, B), também resultando em uma diferenga significativa
(t=4.653; p=0.002). Ao final, quando ponderamos atuacédo e efetividade, ambas as espécies
apresentam resultados semelhantes (t=0.3111; p=0.3814). Desta forma cada espécie contribui
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de forma igual na polinizacdo de sua respectiva planta (Figura45, C): Dorymyrmex thoracicus
depositando aproximadamente 6649 polinias por dia nas flores de Ditassa rothundifolia e

Cephalotes sp. depositando 59+22 polinias por dia sobre D. capillaris.

Discussao

A maior parte de nossas hipoteses foi corroborada. Ambas espécies de Ditassa

apresentaram a maior parte de suas caracteristicas comuns aquelas conhecidas para a
polinizacdo por formigas, inclusive no que diz respeito a glandula metapleural. As formigas
responderam as expectativas para atuacdo e efetividade na polinizacdo das duas Ditassa,
exceto na contribuicédo final final para o processo, que foi semelhante entre as espécies. Aqui,
discutiremos as implicagdes dos atributos das Asclepiadoideae, sobretudo das
Metastelmatinae (clado a que pertence Ditassa) na polinizacdo por formigas. Nos
aprofundaremos em como a biologia de cada formiga esta relacionada a sua forma de
interacdo com as flores e compararemos com o que é sugerido para formigas polinizadoras.
Por fim, exploraremos as implicacfes das formigas que podem ser bem distintas, apesar de
uma contribuicéo igual na polinizacéo.
Por ser baixa e espalhar-se sobre a rocha, D. rhothundifolia permite o acesso das formigas as
flores. Por outro lado, um caso oposto ocorre em D. capillaris. E justamente seu habito
trepador que lhe torna acessivel as formigas, dado que as mesmas, no seu caso, Sa0
arboricolas. Sabe-se que dada a locomocdo limitada das formigas, em sistemas onde elas
atuem como polinizadoras essa restricdo € contornada permitindo o alcance as flores e o
deslocamento entre individuos. Assim, se espera, para uma planta polinizada por formigas,
tamanho pequeno (Hickman, 1974). Quanto ao fluxo polinico, este certamente é limitado nas
Ditassa pelo grande nimero de flores por individuo. Tal situacdo favorece a geitonogamia,
apesar da possibilidade de polinizacdo cruzada, uma vez que os individuos de D.
rothundifolia ocorrem em um mesmo afloramento e em D. capillaris os ramos de diferentes
individuos se entrelagam no dossel. Neste caso, temos o caminho oposto a (Hickman, 1974)
que sugere, na polinizacdo por formigas, individuos agregados e alta sincronia de floragéo,
com poucas flores abertas por individuo. Ainda assim é importante levar em conta que como
as Ditassa sdo autocompativeis, mas ndo autégamas (Melo, Arthur Domingos, dados ndo
publicados), mesmo com a geitonogamia as formigas colaboram para seu sucesso reprodutivo
(Peakall & Beattie, 1989; Vega et al, 2009).
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Ao observar os atributos florais, o padrdo inconspicuo destas flores (cores claras,
tamanho pequeno e facil acesso ao recurso) é retratado como diagndstico, ndo sé para
polinizacdo por formigas, mas também por vespas (Ollerton et al., 2003; Shuttleworth &
Johnson, 2012; Wiemer et al., 2011), por moscas (Faegri & Pijl, 1979; Proctor et al., 1996) e
por DPI (diversos pequenos insetos) (Bawa et al., 1985; Machado & Lopes, 2004). De fato,
D. rothundifolia é polinizada por diversos pequenos insetos, embora polinizada
prioritariamente por moscas e em D. Capillaris o principal polinizador sdo vespas (A. D.
Melo, Dados ndo publicados). A presenca de um conjunto de polinizadores alados junto as
formigas como polinizadores cursoriais € a condicdo mais comum (Beattie, 2006) e sdo
justamente moscas e vespas, além de pequenas abelhas e outros pequenos insetos que
geralmente comp&em este conjunto de polinizadores alados (Peakall & Beattie, 1991; Vega et
al., 2009; Wyatt, 1981). Ainda assim, 0s sistemas mais restritos ocorrem em espécies que
experimentam limitacdes na atracdo de polinizadores alados, seja por possuirem pouco
recurso (Hickman, 1974) ou por estarem em um ambiente limitante (Gomez et al., 1996;
Puterbaugh, 1998), onde as formigas se mantém por meio dos recursos florais (Rico-Gray,
1989). Como as espécies de Ditassa ndo experimentam estas condicdes tdo abruptamente,
para elas, ndo existe restri¢do a polinizacdo por formigas.

A glandula metapleural das formigas tem como sua principal funcdo evitar o
desenvolvimento de fungos (Beattie et al., 1984; Beattie et al., 1986). Trata-se de uma
sinapomorfia que permitiu ao grupo explorar o solo, rico neste tipo de microrganismo.
Todavia, € comprovado que sua secre¢cdo compromete a germinacdo dos graos de polen
(Beattie et al., 1984). Na poliniza¢do por formigas, alguns mecanismos podem driblar esse
problema, como a deposicdo de grdos de polen longe destas estruturas (Gomez et al., 1996;
Ramsey, 1995), ou mesmo o desenvolvimento de alguma resisténcia (Hull & Beattie, 1988).
No nosso caso, encontramos uma resisténcia das polinias a secrecdo da glandula metapleural
das formigas. Alguns motivos sdo sugeridos na literatura para explicar tal resisténcia, como
protecdo mecanica fornecida pela pelicula da polinia (Peakall & Beattie, 1989; Peakall &
Beattie, 1991) ou uma real resisténcia do grdo, porém nenhum deles foi realmente
comprovado até hoje. Aqui, ainda sugerimos a possiblidade de que o dano aos graos pode ser
apenas parcial, sendo comprometida a fungdo apenas dos gréos periféricos da polinia.

E not6rio que as espécies de Ditassa aqui estudadas elencam atributos que permitem a

polinizagdo por formigas. Ao considerar até onde podemos expandir estes dados é valido
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levar em conta que ambas pertencem a tribo Metasltelmatinae (Rapini, 2002). Nesse grupo,
ndo apenas os polinarios e trilhos (caracteristicos da subfamilia), como também as corolas
abertas e 0 padrdo inconspicuo das flores s&o comuns (Wolff & Liede, 2008). Também &
possivel esperar que a resisténcia das polinias a glandula metapleural se mantenha. Muitas
destas espécies ocorrem no Brasil, em areas de Cerrado e Caatinga uma vez que a América do
Sul € seu centro de diversidade (Rapini, 2012), estes locais tem clima arido ou semi-arido
(Peel et al., 2007). Como estas espécies ou sdo vollveis formando pequenos arbustos
decumbentes ou trepadeiras (Silva et al., 2008) assim, estdo expostas a formigas arboricolas
ou terricolas. A partir desta série de evidéncias, é bastante possivel esperar que a polinizacdo
por formigas ocorra em mais espécies de Metasltelmatinae.

Os grupos funcionais das formigas realmente foram capazes de prever sua atuagao nas
respectivas flores. O comportamento dominante de D. thoracicus refletiu-se em um maior
numero de formigas por planta. Soma-se a isso 0 comportamento de recrutamento em massa
presente no género (Torres-Contreras & Vasquez, 2007). Sua maior atividade e capacidade de
aproveitar toda a energia térmica e metabolica (Torres-Contreras & Vasquez, 2004) permitiu
que seu tempo de atuacdo diaria também fosse maior. Por outro lado, Cephalotes so. tem um
comportamento de forrageio solitario, diminuindo drasticamente sua atuacdo em comparacao
com D. thoracicus. Apesar disso, ha indicios de que o padrdo de forrageamento neste género é
determinado a partir da colénia (Gordon, 2012), o que garante fidelidade ao recurso.

A busca mais seletiva por flores realizada por D. thoracicus pode estar associada ao
seu comportamento de patrulhamento do recurso. Apesar das formas como as formigas
visitavam as flores de Ditassa serem bastante semelhantes, seus diferentes tamanhos as
impediram de colocar-se em posi¢des semelhantes quando apoiadas nas pétalas. Além disso a
prépria morfologia da flor pode explicar parte dos movimentos. A presenca de apéndices em
D. rothundifolia impede um contato tdo intimo quanto em D. capillaris, o que forca as
formigas a se manterem mais afastadas e se moverem mais na flor. Ja os fatores que podem
estar relacionados aos diferentes tempos de visita, podem ser a velocidade com que as
formigas tomam o néctar e a quantidade de recurso na flor.(Davidson & Snelling, 2004)
apontam que as Dolicoderinae (Subfamilia das Dorymyrmex) possuem maior desempenho
para a succdo de liquidos, ao contrario de grupos nos quais € comum associacdo com
pequenos insetos secretores, caso do género Cephalotes (Andrade & Urbani, 1999). Além
disso D. rothundifolia possui uma menor quantidade de néctar por flor (A. D. Melo, Dados

ndo publicados).



80

Como dito acima, muitas Asclepiadoideae sdo polinizadas por abelhas e sobretudo por
vespas. Desta forma, ndo € de surpreender que formigas, que também sdo Hymenopteros,
possam atuar como polinizadores (Beattie, 2006), mesmo em flores tdo complexas como as
Asclepiadoideae. A mesma afirmacéo pode ser feita sobre a polinizagdo em orquideas. No que
diz respeito a precisdo a polinizacdo entre essas flores complexas: em Asclepiadoideae 0s
trilhos regulam a deposicéo de polinias, de modo a evitar que polinias caiam do polinario, ja
em orquideas 0 mecanismo de polinizacdo é mais simples e é possivel que as formigas
depositem polinias sobre ramos e até plantas adjacentes (Peakall & Beattie, 1989). No que diz
respeito a diferenca no nimero de polinias removidas pelas formigas nas espécies de Ditassa,
acreditamos que pode ser explicado pela forma e comportamento das visitas, por outro lado, a
probabilidade de deposicdo da polinia ser semelhante atribuimos a precisdo do mecanismo.
Todavia a precisdo do mecanismo € tamanha que as taxas de deposicdo permaneceram
semelhantes.

Apesar das contribuicfes semelhantes no total de flores polinizadas, a maneira como
essa polinizacdo € obtida pode ter implicagdes muito distintas. Uma delas recai sobre a
quantidade e qualidade do recurso oferecido pelas flores. E conhecido que formigas podem
alterar a qualidade do néctar ao transportar leveduras que consomem parte dos acucares (Vega
& Herrera, 2013). A formiga D. thoracicus faz mais visitas por flor para alcancar um nimero
de polinizacfes semelhante a Cephalotes, 0 que gera uma exploracdo de um namero maior de
flores e aumenta as chances deste néctar ser comprometido por leveduras. Por outro lado,
ambas as formigas cumprem uma série dos requisitos propostos por (Beattie, 2006) para a
evolucdo do sistema de polinizacdo por formigas, tais como: ndo danificar Orgaos
reprodutivos, ser frequentes e abundantes, operar 0 mecanismo de polinizacéo, nao danificar o
polen com secrecBes metapleurais e ter ninhos perenes. Desta forma, acreditamos que ndo ha
motivos para sejam selecionadas estratégias capazes de evitar o acesso das formigas nestas
flores. Esse é 0 primeiro passo para que o sistema se mantenha estavel.

Podemos concluir, portanto, que as formigas atuam como um grupo cursorial que
auxilia no sucesso reprodutivo das espécies de Ditassa, sobretudo com a geitonogamia € em
associagdo com polinizadores alados. Quanto as flores, verificamos principalmente que além
dos atributos comuns a esse sistema de polinizacdo, 0 mecanismo de remocao e deposi¢édo de
polinarios peculiar as Asclepiadoideae pode ser um forte contribuinte na efetivacdo da
polinizagdo por formigas. Como h& outras espécies muito semelhantes as Ditassa aqui

estudadas, dentro das Metastelmatinae, , podemos esperar que isso seja mais comum do que
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conhecemos atualmente. J& sobre as formigas, percebemos que 0s grupos funcionais
realmente podem explicar boa parte da maneira como se da sua interacdo com as flores quanto
a atuacdo e efetividade e geram implicagcbes muito distintas (talvez sobre quantidade e
qualidade de recurso). Apesar disso, ficamos surpresos com a contribuigdo equiparada na
polinizacdo de ambas as espécies de formigas. Essa situacdo invoca uma das questdes mais
bésicas da ecologia: o fato de que diferentes espécies podem alcancar sucessos semelhantes,

mesmo optando por estratégias opostas dentro da demanda conflitante que Ihe € oferecida.
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Tabela 1 — Registros de formigas removendo polinérios de Asclepiadoideae (Apocynaceae)

Espécies
) Local
Planta Formiga
Asclepias curassavica Monomorium sp. india (Chaturvedi & Pant 1986)
o Estados
A. exaltata Lasius niger ) (Betz et al. 1994)
Unidos
) ) ) Estados
A. syriaca Formica subsericea ) (Kephart 1979)
Unidos
Gomphocarpus fruticosus Camponotus sp. Africa do Sul (Meve n&o publicado)

Formicidae sp
Iridomyrmex
G. physocarpus
purpureus
Polyrachis spp
Leptadenia pyrotechnica Crematogaster sp.

L. reticulata Crematogaster sp.

Africa do Sul (Coombs et al. 2009

Austrélia (Forster 1994)

Paquistdo (Ali 1994)
india (Pant et al.1982)

presentes no banco de dados Asclepol até 02/2015 (Ollerton e Liede 1997)
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Tabela 2 — Comparacéo entre os atributos* de plantas polinizadas por formigas existentes na
literatura e os das espécies Ditassa rothundifolia e D. capillaris em area de Caatinga no

Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco — Brasil.

Polinizacao por _ L
D. rothundofolia D. capillaris

formigas

Atributos gerais

Local Locais aridos, ou em
) (=) Floresta seca com pouca chuva e
altas altitudes
temperaturas altas
Habito Herbéaceo, prostrado
no solo ou espalhando- )
(=) Subarbusto (#) Trepadeira
se sobre rochas, ]
rupicola de dossel
formam adensados de
diferentes individuos
Tamanho Pequeno com flores (=) Atinge pouco (#) Tem
préximas ao solo mais de 0,5m de camadas

alturae 0,7m de

diametro

espalhadas por

até mais de 2m2

Atributos florais e reprodutivos

Simetria floral

Preferencialmente

Actinomorfa

(=) Actinomorfa

(=) Tamanho pequeno, diametro de

Tamanho Pequeno -
poucos milimetros
Cores claras e
Cor ) ) (=) Clara levemente esverdeada
incospicuas
Tipo floral Disco ou taca (=) Disco
Forma de Séssil ou de (=) Pedunculos curtos com flores
insercéo pedunculos curtos péndulas.
Quantidade de
) Pouco (=) Pouco
néctar
Acesso ao o (=) Dificuldade de (=) De féacil
. Aberto e facilitado
néctar acesso acesso, com



Pouca quantidade,

intermediaria, com  néctar totalmente

néctar parcialmente  exposto
sob elementos de

corona

(=) Reunido em poucas unidades (5

Polen desestimulando a o .
) polinarios com duas polinias cada)
limpeza
Uniovulado ou poucos
(#) Quantidade de 6vulos
. ovulos, demandando ) o
Owvulos ] intermediaria, cerca de 30 e 15 6vulos
poucos ovulos para a )
L por flor respectivamente.
polinizagdo
) Poucas flores por (#) Muitas flores, chegando até
Quantidade de _
individuo evitando centenas abertas em um mesmo
flores _ _ o
geitonogamia individuo
] _ Pouca em um mesmo
Sincronia de o (=) Individuos floram sempre no
} individuo, mas forte na .
floragéo mesmo periodo

populacédo

87

*Lista de atributos elaborada a partir de Hickman (1974), Faegri & Pijl (1979) Peakall et al
(1991) e Beattie (2006) (= Semelhante ao padrio; = proximo ao padrao; # diferente do

padrdo).
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Tabela 3 — Quantificacdo de visitas das formigas as flores de duas espécies de Ditassa

(Asclepiadoideae) em area de Caatinga no Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco —

Brasil.
D. thoracicus sobre D. Cephalotes sp. sobre
rothundifolia D. capillaris Valor de p*
(n=35) (n=20)
Numero de visitas/hora 11+4 9+2 0,036
Duracdo da visita 40+22 s 57+16s 0,001
Tempo de visitas/hora 26:54+9:54 min 33:12+7:30 min 0,030

*diferencas significativas com a<0,05

Tabela 4 — Numero de polinias de espécies de Ditassa (Asclepiadoideae) encontradas nos
diferentes locais do corpo de formigas polinizadoras em area de Caatinga no Parque Nacional

do Catimbau, Pernambuco — Brasil.

Local do corpo

Polinias de: Sobre as formigas Aparato Parte
Antena Perna
bucal ventral
D. capillaris Cephalotes sp. (n=50) 0 11 8 6

D. rothundifolia ~ Dorymyrmex thoracicus (n=135) 2 0 0 5
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FIGURAS

Figura 1 — Sequéncia de remocdo e deposicao de polinia a partir de esquema ilustrando uma
das cinco subunidades de polinizacdo da flor de Ditassa capillaris: inicialmente uma parte do
animal (lingua, palpo, perna) € inserido no trilho (A), ao desloca-lo para cima, ocorre a
remoc&o do corpusculo que arrasta as polinias (B), em uma nova visita a polinia se desprende
do corpusculo ficando retida no trilho (C). (cn — cdmara nectarifera; cr — corona; cp -

corpusculo; tr — trilho; pl — polinario; p — polinia)
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Figura 2 — Comportamento de visita das formigas nas flores de suas respectivas plantas em
area de Caatinga no Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco — Brasil. Dorymyrmex
thoracicus visitando flores de Ditassa rothundifolia assumindo distintas posicGes: apoiando-
se sobre os apéndices da corona com pernas sobre ginostégio e pétalas (A) e apoiando-se
sobre pétalas acessando a camara nectarifera pela frente (B). Cephalotes sp. visitando flores
de D. capillaris também em distintas posi¢des: apoiando-se sobre a cabeca do estigma com
pernas sobre ginostégio e pétalas (C) e apoiando-se sobre pétalas acessando a camara
nectarifera pela lateral da flor (D).
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Figura 3 — Polinias (setas) de Ditassa rothundifolia (Asclepiadoideae) sobre antena (at) e
perna (p) da formiga Dorymyrmex thoracicus (A e B) e polinias (setas) de Ditassa capillaris
aderidas ao aparato bucal (ab), porcdo ventral (v) e perna (p) da formiga Cephalotes sp (C).

Ambos 0s casos em area de Caatinga no Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco — Brasil.
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Figura 4 — Interacdo Dorymyrmex thoracicus-Ditassa rothundifolia e Cephalotes sp.-D.
capillaris quanto a atuacgéo, efetividade e estimativa de flores polinizadas. Os valores voram
obtidos poderando-se valores de nimero de formigas por ramo, periodo de atuacdo, niUmero
de polinias transportadas e taxa de deposi¢do, onde (A) atuacdo diaria representa a quantidade
de formigas/m? de ramo, ponderada pelas horas de atividade/dia; (B) eficiéncia de polinizagao
representa a média de polinias transportadas/formiga ponderada pela razdo
deposicdo/remocdo de polinias; (C) o total de polinizagdes é uma estimativa do valor total de
polinias depositadas em por m3 de ramo em um dia de atividade das formigas, resultado da
ponderacdo entre atuagéo e efetividade. (Letras distintas indicam diferenca significativa com
a<0,05)
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6 CONCLUSOES

As trés abordagens por nos realizadas nesta dissertagdo nos permitiram tirar uma “série
de conclusdes importantes sobre como as flores complexas de Asclepiadoideae se relacionam
com diferentes polinizadores. Desta forma, trouxemos novas perspectivas na busca do
entendimento desta confusa relacdo da Subfamilia com a especializacdo e generalizacao.

A primeira conclusdo importante diz respeito a importancia da antera em saia.
Reunimos indicios suficientes para demonstrar a demanda da flor por uma especializacdo
funcional que esta atrelada principalmente a morfologia e atuacdo da antera em saia. Sobre as
peculiaridades desta estrutura realizamos os seguintes avancos: localizamos e justificamos a
necessidade de nectérios secundarios em sua base possibilitando maior precisdo no horério e
local de oferta do recurso; esclarecemos que 0os mesmo tem uma atuacdo semelhante a
nectarios substitutivos; e mostramos que a antera em saia pode funcionar como um funil que
guia o corpo do polinizador.

A segunda concluséo refere-se a como a micromorfometria pode explicar niveis de
especializacdo fenotipica com repercussao ecolédgica. Ao utilizarmos medicGes da capacidade
dos locais onde o néctar é acumulado mostramos que mesmo quantidades infimas de néctar
podem influenciar a atracdo dos polinizadores. Todavia, nossa principal descoberta diz
respeito a interacdo com a superficie das pétalas em relacdo ao tamanho dos polinizadores
efetivos. Nos corroboramos nossas expectativas sobre uma maior complexidade na epiderme
das flores cujo os principais polinizadores as utilizam como plataforma de pouso. Isso
exemplifica como um substrato vivo pode sofrer selecdo ante os animais que locomovem-se
sobre ele, situacdo que geralmente ocorre ao contrario (animais adequam-se ao substrato).

Por fim, nossa Ultima conclusdo é sobre a importancia das formigas na polinizacéo de
Asclepiadoideae. Legitimamos a eficiéncia destes insetos como polinizadores e
compreendemos que suas histdrias naturais afetam essa interacdo, sobretudo no que diz
respeito a atuagdo e eficiéncia. Mostramos que as flores propiciam o sistema atraves de sua
morfologia, mecanismo de polinizacdo envolvendo polinias e a resisténcia a glandula
metapleural. Acreditamos que este sistema pode ser mais comum do que se conhece
atualmente, sobretudo nas Metastelmatinae que tem seu centro de endemismo na América do
Sul.
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