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RESUMO

O género Senna Mill. (Fabaceae) possui flores enantiostilicas, polimorfismo afetado pela
variacdo e covariacdo fenotipica intraespecifica, influenciando tanto a atragdo como o encaixe
morfoldgico das abelhas polinizadoras durante a coleta de pdlen. Nesta Dissertacdo, organizada
em dois capitulos, buscamos analisar efeitos da enantiostilia usando como modelo Senna
aversiflora (Herb.) H.S. Irwin & Barneby, espécie enantiostilica monomérfica. No primeiro
capitulo analisamos i) a relacéo das dimens@es das estruturas reprodutivas com a quantidade de
polen ofertada e ii) o efeito do polimorfismo floral na atragdo dos polinizadores, bem como
sobre 0 sucesso reprodutivo, e no segundo capitulo investigamos a dindmica de deposicédo e
captacdo de polen no corpo de diferentes visitantes florais. O trabalho de campo foi realizado
na ReBio de Pedra Talhada-AL. Acessamos o fenétipo floral por meio de imagens digitais das
pétalas, estames e gineceu de flores pré-ensacadas. Realizamos simulages de visitas utilizando
modelos que reproduzem a morfologia corporal das abelhas polinizadoras e um sonicador para
verificar a deposicdo e captacdo de polen no corpo de diferentes abelhas. Monitoramos a
frequéncia, o comportamento e a riqueza de abelhas visitantes. Espécies dos géneros Xylocopa,
Eulaema, Bombus e Centris foram consideradas polinizadores, apresentando comportamento
de visita e coleta de polen semelhante. Apds as simulacOes, verificamos que os locais e
amplitudes de deposicéo e captacdo de polen podem variar, a depender da espécie do visitante,
influenciados pelo ajuste morfoldgico e interacéo da abelha com a flor.

Palavras- chave: Polinizagéo por vibracdo; Flor de pélen; interagcdes inseto-planta; simulacéo
de visitas.



ABSTRACT

The genus Senna Mill. (Fabaceae) has enantiostyle flowers, polymorphism affected by
intraspecific phenotypic variation and covariation, influencing both the attraction and the
morphological fit of pollinating bees during pollen collection. In this Dissertation, organized
into two chapters, we seek to analyze the effects of enantiostyly using Senna aversiflora (Herb.)
H.S. Irwin & Barneby, monomorphic enantiostyle species. In the first chapter we analyze i) the
relationship between the dimensions of the reproductive structures and the amount of pollen
offered and ii) the effect of floral polymorphism on the attraction of pollinators, as well as on
reproductive success, and in the second chapter we investigate the dynamics of deposition and
capture of pollen in the body of different floral visitors. Fieldwork was carried out at ReBio de
Pedra Talhada-AL. We accessed the floral phenotype through digital images of the petals,
stamens and gynoecium of pre-bagged flowers. We carried out simulations of visits using
models that reproduce the body morphology of pollinating bees and a sonicator to verify the
deposition and capture of pollen in the body of different bees. We monitor the frequency,
behavior and richness of visiting bees. Species of the genera Xylocopa, Eulaema, Bombus and
Centris were considered pollinators, presenting similar visiting behavior and pollen collection.
After the simulations, we verified that the places and amplitudes of pollen deposition and
collection may vary, depending on the species of the visitor, influenced by the morphological
adjustment and interaction of the bee with the flower.

Keywords: Buzz pollination; pollen flower; insect-plant interactions; visit simulation.
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1 INTRODUCAO

Fabaceae Lindl. é considerada uma das maiores familias dentre as angiospermas,
compreendendo 727 géneros e aproximadamente 19.327 espécies (LWGP, 2017). Pertence a
ordem Fabales (APG IV, 2016) e atualmente inclui seis subfamilias: Duparquetioideae LPWG,
Cercidoideae LPWG, Detarioideae Burmeist., Dialioideae LPWG, Caesalpinioideae DC.
(incluindo Mimosoideae DC.) e Papilionoideae DC., sendo, as duas Gltimos subfamilias
contendo ao maior numero de géneros e espécies (LWGP, 2017). Caesalpinioideae é
subdividida em quatro tribos: Detarieae, Caesalpinieae, Cercideae e Cassieae. Esta Gltima tribo
abrange a subtribo Cassiinae e dentro dela os géneros Cassia, Chamaecrista e Senna.

Os géneros da subtribo Cassiinae compartilham diversos caracteres morfologicos
especificos (GOTTSBERGER, 1986). Espécies de Senna, por exemplo, possuem variagdo no
posicionamento dos 6rgdos sexuais, ocasionando distintos locais de deposicdo e captacao de
po6len no corpo das abelhas (ALMEIDA et al., 2015). As flores de Senna possuem anteras
poricidas que dependem de abelhas capazes de gerar vibracGes para liberacdo do grdo de polen,
anico recurso ofertado, e tais caracteres ocasionam uma estreita relagdo com abelhas de grande
porte que refletem em mecanismos de interacbes com polimorfismos florais especificos
(CARVALHO; OLIVEIRA 2003). Estes polimorfismos sdo caracterizados por diferentes
expressdes de morfos dentro de uma espécie, cuja fungdo geralmente estd relacionada a
facilitacdo da xenogamia (BARRETT; JESSON; BAKER, 2000; JESSON; BARRETT, 2003).
Essa expressdo morfotipica é conhecida como enantiostilia, na qual, dentro da mesma espécie,
existem duas formas florais no qual a posi¢do dos 6rgdos sexuais difere reciprocamente, ou
seja, o estilete de uma flor apresenta deflexdo em relacdo ao eixo floral da outra, gerando flores
direitas-D e esquerdas-E (ALMEIDA et al., 2013a, b). Nesse tipo de polimorfismo floral, um
morfo com estilete configurado a direita do eixo central da flor apresenta anteras posicionadas
a esquerda (D), enquanto o morfo correspondente apresenta estilete a esquerda do eixo central
e anteras a direita (E) (BARRETT, 2002; JESSON; BARRETT, 2003).

A enantiostilia pode ocorrer em dois tipos: dimorfico e monomorfico. No dimorfico,
apenas um morfotipo floral (E ou D) ocorre por individuo, enquanto no monomorfico os dois
morfotipos florais estdo presentes em um mesmo individuo e pode variar de duas formas
(JESSON; BARRETT, 2003; ALMEIDA et al., 2013b). Na primeira forma, as inflorescéncias
em um mesmo individuo possuem separadamente apenas flores D ou apenas flores E. Na

segunda forma, ambos os morfotipos florais ocorrem dentro da mesma inflorescéncia, sendo
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que essa distribuicdo pode seguir um padrédo (ndo-randémico) ou pode ser de forma aleatéria
(randdémico) (BARRETT, 2002; JESSON; BARRETT; DAY, 2003).

A funcionalidade de flores enantiostilicas pode estar relacionada ao favorecimento da
transferéncia polinica entre morfotipos diferentes por xenogamia ou geitonogamia, dependendo
se a enantiostilia for dimérfica ou monomorfica (IRWIN; BARNEBY, 1976; DULBERGER,
1981; FENSTER, 1995; LAPORTA, 2005). A ocorréncia de diferentes morfotipos florais (D e
E), formando imagens especulares, facilita a efetividade dos polinizadores na acdo de
transferéncia polinica entre os morfos. Essa relacdo pode ser evidenciada quando flores ditas
esquerdas depositam pdlen do lado direito do corpo do visitante e o estigma faz a captagdo no
lado esquerdo, ocorrendo o inverso para flores ditas direitas (BAHADUR; CHATUVERDI;
RAMA-SWARY, 1990). No entanto, a enantiostilia pode ter surgido como adaptacao protetiva
para 0 gineceu contra a acdo de vibracdo por abelhas visitantes de flores melitofilas, que
poderiam danificar facilmente a estrutura feminina da flor (DULBERGER, 1981; AMORIM et
al., 2017; ALMEIDA et al., 2018). Contudo, ainda existem poucas abordagens em torno da
enantiostilia monomorfica e ainda ha a necessidade de um melhor entendimento de sua
funcionalidade, ja que por existir os dois morfos dentro do mesmo individuo, ndo evita a
polinizacdo geitonogamica (JESSON; BARRETT, 2002).

Em espécies enantiostilicas, dimdrficas ou monomorficas, espera-se que ocorra
equilibrio proporcional (1:1, denominada isopletia) de morfos D e E, entre os individuos que
compdem uma populacdo (LLOYD; WEBB, 1992). Esse equilibrio é mantido pela atratividade
igualitaria de ambos os morfos aos polinizadores, uma vez que, independentemente da deflex&o,
ambos possuem quantidades de recursos florais (pélen) equiparados, 0 que resultaria em uma
taxa similar de visitacdo de polinizadores entre morfos (LEEGE; WOLFE, 2002).

As flores usam atrativos como sinalizagdo aos visitantes florais exibindo um conjunto
de caracteres como tamanho, coloracdo, odor (GOULSON, 1999; GEGEAR; LAVERTY,
2001) e simetria, que podem indicar a presenca de recursos florais. Essas caracteristicas podem
fazer com que polinizadores sejam atraidos para as flores, algumas das quais sinalizam
honestamente a disponibilidade de seus recursos, mas algumas mostram uma abundancia que
ndo possuem de fato (PINHEIRO, 2014). Os animais podem usar destas sinalizacbes para
visitar de forma preferencial as flores que oferecem mais recursos. Por exemplo, as abelhas
podem visitar preferencialmente flores que possuem um display maior que possivelmente
indique uma maior quantidade de p6len(WASER; PRICE, 1981; IRWIN; STRAUSS, 2005).

A maneira como os visitantes florais buscam alimentos € uma caracteristica importante

de seu comportamento e influenciando de diferentes maneiras em suas estratégias de
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forrageamento, sendo mais vantajoso aumentar a obtencdo de recursos disponibilizado pelas
flores em um menor tempo de atividade de busca, dessa maneira, as plantas buscam estratégias
que otimizem as taxas de visita (RICKLEFS; RELYEA, 2016; TOWNSEND; BEGON;
HARPER, 2010). Assim, as plantas em sua maioria investem em atributos florais, como maior
atracdo visual, que geralmente promovem maior visitagdo, a partir da maior disponibilidade de
recursos oferecidos. Entretanto, o polinizador pode moderar seu reconhecimento floral pelas
pegadas olfativas (footprints), as quais demonstram as flores que receberam visitas recentes
(ELTZ, 2006; SALEH et al., 2006). Tais estimulos, tanto olfativos como visuais, sao
informagdes que auxiliam no reconhecimento e na memorizagdo por parte dos visitantes
(KUNZE; GUMBERT, 2001), possibilitando uma melhor orientagdo em suas visitagOes,
funcionando também como filtro por parte dos polinizadores.

O conhecimento referente a biologia reprodutiva e interacBes das flores com os
polinizadores de espécies da subtribo Cassiinae vem aumentando ao longo do tempo, mas de
maneira geral, estudos que busquem entender a funcionalidade da enantiostilia e como séo as
estreitas relagdes com seus polinizadores ainda sdo escassos, assim utilizamos Senna
aversiflora como modelo floral para nossos experimentos, pois sua morfologia apresenta
caracteristicas complexas relacionadas ao sistema enantiostilico. Principalmente os trabalhos
que tratam, com maior detalhamento, dos mecanismos envolvidos no processo de polinizagéo
em relacdo as suas estratégias de deposicao e captacdo de polen em flores enantiostilicas, bem
como em relacdo a verificacdo de sinalizacdo floral e dindmica das interacbes com as abelhas
visitantes. Dessa forma, esta dissertacdo pretende preencher algumas destas lacunas de
conhecimento, estando estruturada em trés partes: 1) fundamentacdo tedrica, 2) capitulo 1 que
investiga a relacdo entre dimensfes das estruturas reprodutivas com a quantidade de pélen
ofertada e verifica o efeito na atracdo dos polinizadores em Senna aversiflora (Herb.) H.S.Irwin
& Barneby e 3) capitulo 2 que avalia a variacdo morfologica em flores de S. aversiflora e a
influéncia dela nos locais de deposi¢do e captacdo de polen no corpo de diferentes visitantes
florais. Assim, nesta dissertacdo, primeiro procuramos entender os fatores que estdo
relacionados com a atratividade de flores de p6len, como associam a escolha do polinizador, e
depois testamos por meio de simulages, a verificacdo do ajuste morfoldgico entre flores e 0
corpo do polinizador em relacéo aos locais de deposicao e captacdao de pélen, que propiciem
transferéncia de pdlen de forma eficiente (GOMEZ; ZAMORA, 2006).

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Enantiostilia
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A enantiostilia € um polimorfismo floral que consiste na apresentacdo de dois morfos
florais em uma mesma espécie que diferem reciprocamente na deflexdo do gineceu em relacéo
ao eixo floral (BARRETT, 2002; JESSON; BARRETT, BACKER, 2003). As flores ditas
diretas, apresentam o estilete voltado para a direita do eixo central da flor e anteras voltadas
para esquerda do eixo central, ja as flores ditas esquerdas apresentam estilete voltado para
esquerda e anteras voltadas para direta (BARRETT, 2002; JESSON; BARRETT, BACKER,
2003). A enantiostilia pode se expressar em um sistema dimdérfico ou monomorfico. No tipo
dimorfico, existe apenas um morfotipo floral por individuo, ou seja, plantas apenas com flores
E e outras plantas apenas com flores D, enquanto o tipo monomorfico apresenta os dois
morfotipos florais dentro do mesmo individuo (JESSON; BARRETT, 2003; ALMEIDA et al.,
2013b; MORAIIS et al., 2020). Além disso, a enantiostilia monomorfica pode se expressar de
duas formas: na primeira, as inflorescéncias de um mesmo individuo possuem separadamente,
apenas flores D e apenas flores E; na segunda forma, uma mesma inflorescéncia possui ambos
os morfotipos florais. A enantiostilia tem sido relatada para cerca de 3% das familias de
angiospermas (VALEJO-MARIN et al., 2010), sendo o tipo monomorfico mais comum que o
tipo dimorfico (JESSON; BARRETT, 2003; BEZERRA, 2008). Até o presente, a enantiostilia
ocorre de forma consistente em cerca de 17 familias que abrangem 11 ordens distintas de
angiospermas. Esse fendbmeno manifesta-se nas variantes monomorfica e dimorfica. Nas
espécies monomorficas, ocorre a producdo de flores com os morfos direito e esquerdo no
mesmo individuo. J& nas espécies dimorficas, os morfos de flores diferentes sdo encontrados
em individuos distintos. A ocorréncia de enantiostilia dimérfica é documentada apenas em trés
familias, as quais estéo distribuidas em 2 ordens que sdo exclusivas das monocotiledoneas.

Estudos em torno da evolucgédo da enantiostilia estimam que o tipo monomérfico surgiu
previamente em relacdo ao dimorfico, ambos de maneira independente (JESSON; BARRETT,
2003). No entanto, os registros de ocorréncia de enantiostilia dimoérfica se sucederam em
familias nas quais o tipo monomorfico também ocorre. As quais, ambas podem ser interpretadas
como formas das plantas reduzirem as taxas relacionadas aos impactos da geitonogamia,
principalmente o tipo dimoérfico (JESSON; BARRET, 2003; ALMEIDA et al., 2013a).

2.2 Enantiostilia e polinizacéo por vibracdo em Senna Mill.

Espécies de Senna Mill. sdo tipicamente relatadas como enantiostilicas(CARVALHO;
OLIVEIRA, 2003; LAPORTA, 2005; ALMEIDA et al., 2013a), sendo na sua maioria
caracterizadas como espécies enantiostilicas monomorficas (WESTERKAMP, 2004; DUTRA,
2009), demonstrando um elevado indice de autocompatibilidade (ALMEIDA et al., 2013a,b;
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ALMEIDA et al., 2015), bem como variacGes morfoldgicas e interagcbes com visitantes florais
(WESTERKAMP, 2004; ALMEIDA et al., 2013a,b; 2015).

Estas espécies caracterizam-se por apresentarem estigma puntiforme (“point-tipped”)
formando uma camara rodeada de tricomas, androceu heterantero (estames diferem em
funcionalidade e tamanho), anteras tubulares e poricidas, necessitando da acdo vibratéria
desempenhada por seus polinizadores para liberagdo de pdlen, sendo este o Unico recurso
oferecido (MARAZZI et al,, 2007; MARAZZI et al., 2008). Dessa forma, espécies de Senna,
usualmente, apresentam melitofilia sendo polinizadas por abelhas de médio a grande porte,
sendo 0s géneros Bombus, Centris, Melipona e Xylocopa 0s mais comumente associados as
flores de Senna por coletar polen por vibracdo (“buzz-pollination”) (LAPORTA, 2005;
ALMEIDA et al., 2013). Além disso, ainda apresentam diferentes estratégias relacionadas a
deposicéo e captacdo de polen no momento da polinizacdo, podendo ocorrer de forma direta
(DUTRA et al., 2009) e/ou indireta (COSTA et al., 2007). Essa deposic¢do indireta se da quando
outras estruturas da flor estdo envolvidas no processo, como o0 caso de pétalas. Tais pétalas
podem promover mecanismos de ricochete e looping que possibilitam a deposi¢do de pdlen no
dorso dos polinizadores (WESTERKAMP, 2004; ALMEIDA et al., 2013a).

No entanto, o forrageamento pode ser otimizado de acordo com especificidade de
encaixe do corpo do visitante na flor, com isso, obtendo recursos de forma mais eficiente
(MORAIS et al., 2020). As plantas em sua maioria investem em maior atracdo visual, nas quais
suas caracteristicas florais demonstram a disponibilidade de recurso oferecido (SALEH et al.,
2006). Tais estimulos, s@o informacdes que auxiliam no reconhecimento e na interacao por
parte desses visitantes (KUNZE; GUMBERT, 2001). Esse conjunto de tragos florais podem
exercer atracdo ao polinizador, possibilitando uma constancia em suas visitagdes, funcionando

também como filtro por parte dos polinizadores.

2.3 Dinamica de deposicéao e captacdo de polen no sistema enantiostilico

Grande parte das caracteristicas florais tiveram sua origem evolutiva,
provavelmente, por mecanismos de selecdo natural mediados pelas interacdes com seus
polinizadores em funcdo da aptiddo masculina: transferéncia polinica bem-sucedida para
estigmas compativeis (QUELLER, 1983; STANTON, SNOW; HANDEL, 1986; KUDO,
2003). Estudos demonstraram que a polinizacéo realizada por animais poderia aumentar as
taxas de sucesso reprodutivo, limitando a retirada de polen por polinizadores individuais e
partilhando de forma mais equilibrada com os demais visitantes (LLOYD; YATES, 1982;
HARDER; THOMSON, 1989; HARDER, 1990; HARDER; BARRETT, 1993; LARSON;
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BARRETT, 1999). A morfologia das flores (forma e tamanho), producdo de pdlen,
deiscéncia e arranjo das anteras influenciam na deposicéo e distribui¢do do pdlen durante a
visita dos polinizadores (HARDER; BARRETT, 1993; HARDER et al., 2001).

A organizacdo das anteras € determinante para deposi¢do do polen no corpo do
polinizador, influenciando diretamente nas taxas de perda de pdlen por meio da limpeza
(grooming; FAEGRI; VAN DERPIJL, 1979; HARDER, 1990; HOLMQUIST etal., 2011).
As anteras de plantas hermafroditas, especialmente em espécies com um polimorfismo
floral especifico como a enantiostilia, devem se organizar de maneira que maximizem a
dispersao de polen com a deposicdo em partes especificas no corpo do polinizador, a fim
de diminuir a perda do recurso e as taxas de geitonogamia (BARRETT; COLE; HARDER,
1998; CRESSWELL et al., 2002; BEZERRA, 2008; KRIEK, 2008). Dessa forma, a
especializacdo da disposicdo das anteras em flores de morfologia especifica tende a
dispersar de forma bem-sucedida dos grdos de poélen durante visitas Unicas (WOLFE;
BARRETT, 1989; KOHN; BARRETT, 1992; CRESWELL et al., 2002). Entretanto, os
efeitos da influéncia da deposicéo e captacdo de pdlen por flores que possuem o arranjo de
um sistema enantiostilico ainda séo pouco relatados.

Além das caracteristicas ja abordadas, a remocao limitada de pdlen por visita como
estratégia para evitar a autodeposicao de pdlen ou congestionamento no estigma, ocorre em
funcdo do arranjo das anteras (WEBB; LLOYD, 1986; CRESSWELL et al., 2002;
BEZERRA, 2008). Em espécies autocompativeis, 0 aumento de deposicdo de pdlen de uma
mesma origem pode ocasionar a formacao de sementes autofecundadas, reduzindo as taxas
de germinacdo das sementes (BARRETT; COLE; HARDER, 1998; HOLMQUIST et al.,
2012). Esse acimulo de um mesmo tipo polinico causando congestionamento no estigma
pode diminuir a aptiddo masculina e feminina atraves do nimero limitado de gréos de polen
e producdo de didsporos autogamicos que acarreta endogamia. Assim, ndo s a organizacgéo
das anteras na estrutura floral em relacéo ao estigma influéncia no fluxo polinico de flores
enantiostilicas (HARDER; BARRETT, 1993; HARDER et al., 2001; CRESWELL et al.,
2002; HOLMQUIST et al., 2012; ALMEIDA; CASTRO, 2019).

Flores de espécies de Senna possuem sete estames, que se distribuem de diferentes
formas espacialmente a depender da espécie. No caso de S. aversiflora existe um grupo de
quatro estames centrais de apices curtos e retos e outro grupo de trés estames centro abaxial
de apices curvos direcionados para a pétala curvada (CORREIA; CONCEICAO, 2017;
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SILVA et al., 2018). Esse arranjo de anteras funciona limitando a remocdo e atuando na
especializacdo da captagdo de polen pelo estigma, a partir do controle mediado pelo ajuste
em que as anteras contactam o corpo do polinizador durante o forrageio (JESSON;
BARRETT, 2003; AMORIM et al., 2017). Como a quantidade e disponibilidade do recurso
influenciam na duracéo da visita, tanto a deposi¢cdo como a captagéo sao influenciadas por
este mecanismo (LAPORTA, 2005; HOLMQUIST et al., 2012; AMORIM et al., 2017).

2.4 Variacao do display floral e influéncia na dindmica de visitas

Os diferentes padrdes de ajustes morfologicos e variagdes entre individuos de uma
mesma espécie de planta mediado por diferentes agentes polinizadores podem auxiliar na
compreensdo dos processos de adaptacdes em funcdo das interacGes e selecdo dos tracos florais
por esses animais, podendo resultar em divergéncias morfoldgicas entre populacées (ORDANO
et al., 2008; ARMBRUSTER et al., 2009). Desse modo, estudos que busquem a compreenséo
de como essa variagdo e distribuicdo ocorre em espécies distribuidas em diferentes escalas
ambientais € um dos primeiros passos determinantes para avaliar a importancia dos fatores
promotores de diferenciacdo, que ao longo do tempo pode ser um fator facilitador de especiacéo
(FERREIRO et al., 2017). Assim, esses processos podem ser facilitados dentro de um
ecossistema em nivel intraespecifico por fatores como a selecdo natural exercida pelas
interacdes de fatores bioticos e abidticos, bem como processos aleatorios que podem ocorrer ao
acaso, como a deriva génica (MORE et al., 2012).

Dessa forma, considerando a distribuicdo geografica de uma determinada espécie
vegetal, diferentes padrdes fenotipicos podem ser observados, como por exemplo, 0S mosaicos
biogeograficos em uma mesma &rea ou ambiente (ARMBRUSTER et al., 2009). Assim,
variagdes nas interagdes polinizador-planta podem ser observadas e determinadas a partir dos
padrdes de adaptacéo local das populagdes e de coevolugdo de acordo com os diferentes ajustes
morfoldgicos entre os individuos que interagem no sistema (ARMBRUSTER et al., 2009;
FERREIRO et al., 2017). Estes fatores podem ser correlacionados com a variagédo seletiva que
ocorre em mosaicos geograficos mediados pelos fatores bidticos e abi6ticos (BARONIO et al.,
2016).

Espécies que possuem displays florais com maiores exibicbes podem aumentar
significativamente as taxas de atracdo de polinizadores em relagdo a individuos com poucas ou
diminutas flores (KLINKHAMER; DE JONG, 1990; MITCHELL, 1994; GALLOWAY;
CRIGLIANO; GREMSKI, 2002). Uma vez que uma planta possui flores maiores, os visitantes

que se aproximarem provavelmente fardo sondagem em sequéncia dessas flores (BARRETT et
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al., 1994; OHARA; HIGASHI, 1994; HARDER; BARRETT, 1995; GOULSON et al., 1998;
VRIELING et al., 1999), mas podem sondar uma proporcao de flores em ordem decrescente de
tamanho para avaliacdo e obtencdo de recurso (KLINKHAMER et al., 1989; ROBERTSON,
1992; HARDER; BARRETT, 1995; MITCHELL et al., 2004). O resultado da compensacéo da
relacdo entre disponibilidade e disposicdo de flores maiores e menores, € que as taxas de
visitacdo podem ndo ser afetadas pela exibicdo floral (ROBERTSON; MCNAIR, 1995;
GOULSON et al., 1998; VRIELING et al., 1999).

A mudanca dos padrdes no forrageamento dos polinizadores em funcéo da variacéo do
tamanho dos displays pode exercer efeitos positivos na reproducgédo das plantas (HARDER,;
BARRETT, 1995; MITCHELL et al., 2004). A medida que o tamanho da exibi¢do floral
aumenta, acarreta uma tendéncia de sequenciamento de visitacdo dos polinizadores em flores
de uma unica planta, podendo acarretar a ocorréncia de geitonogamia (DUDASH, 1991; DE
JONG et al, 1993; HARDER; BARRETT, 1995; SNOW et al., 1996). Além disso, a resposta
dos polinizadores a variac¢éo no display floral ocasiona também mudangas nas distancias de voo
dos polinizadores (PYKE, 1978; OHASHI; YAHARA, 1998), que pode influenciar na taxa de
reproducéo das plantas (KARRON et al., 1995).

A maioria dos estudos que abordam a resposta dos polinizadores em relacdo a exibicdo
de displays florais ndo distingue esse comportamento de visitas sequenciais entre taxons desses
animais no que concerne as respostas especificas em plantas que exibem varia¢fes no tamanho
das exibicGes dos displays florais (PETTERSSON, 1991; HARDER; BARRETT, 1995
GOULSON et al., 1998; MITCHELL et al., 2004). Assim, 0 modo de forrageamento podem
variar de acordo com a exibicdo do display floral e assim, essas intera¢des entre flores e seus
polinizadores podem ser em consequéncia de respostas ecoldgicas e coevolutivas importantes,
como as mudancas nos padrdes de reproducdo e selecdo de caracteristicas florais
(PETTERSSON, 1991; WILSON; THOMSON, 1991; BENITEZ-VIEYRA et al., 2006).

Adaptacbes morfologicas de flores aos polinizadores tém sido tratadas como fator
importante para explicacdo de fatores de diversidade e evolucéo floral. As evidéncias remontam
desde as primeiras hipoteses de Darwin (1877) e corroboradas por Nilsson (1983), estudando a
selecdo de escolha floral baseada na exibic¢do do display floral por polinizadores de diferentes
tdxons (JOHNSON; STEINER, 1997). Além disso, estudos demonstraram que tracos florais
estdo em constante selecdo devido as respostas ao ambiente e interagcbes com seus visitantes
(KINGSOLVER et al., 2001; BENITEZ-VIEYRA et al., 2006). Entende-se que as morfologias
das flores sdo adaptadas ao comportamento dos polinizadores, garantindo dessa maneira, a

atracdo e por consequéncia o contato dos polinizadores com seus 6rgdos reprodutivos no
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momento da interacdo, sendo alcancado pelo ajuste funcional entre polinizador-flor (FENSTER
et al., 2004; MITCHELL et al., 2004; BENITEZ-VIEYRA et al., 2006). Grande parte dos
estudos observam caracteristicas gerais das flores, como numero, disposi¢do, tamanho e
diferencas de altura no individuo, caracteristicas que sdo atraentes para os visitantes florais
(polinizadores ou ndo) ou em estruturas que sdo associadas aos sistemas reprodutivos
(FENSTER et al., 2004; VAUGHTON; RAMSEY, 2010; VOSet al., 2012; SLETVOLD; TYE;
AGREN, 2016; TRUNSCHKE; SLETVOLD; AGREN, 2017; LIEBMAN et al., 2018).

Plantas com especializacdo dos tracos florais, na maioria das vezes, experimentam 0s
efeitos de selecdo natural (JOHNSON; STEINER, 1997, 2000; VAUGHTON; RAMSEY,
2010; SLETVOLD; TYE; AGREN, 2016; AGREN, 2017), principalmente no que se refere a
semelhanca nos tragos florais em relacdo as estruturas de pouso e recolhimento de recurso dos
polinizadores  (NILSSON, 1988; HERRERA, 1993, MAAD, 2000; MAAD;
ALEXANDERSSON, 2004; AGREN, 2017; LIEBMAN et al., 2018). E esperado que
caracteristicas ligadas a disponibilidade de recursos e estruturas de fixacdo utilizadas pelas
abelhas nas flores sejam direcionais (RAMSEY, 2010; VOS et al., 2012; SLETVOLD; TYE;
AGREN, 2016; TRUNSCHKE; SLETVOLD; AGREN, 2017) ou estabilizadoras do processo
de selecdo (CRESSWELL, 1998; FUTUYMA, 2005).

Esses processos de selecéo favorecem combinagdes de alguns estados de caracteres em
funcdo de outras, que geralmente se ddo por caracteres funcionalmente relacionados
(SINERVO; SVENSSON, 2002; FUTUYMA, 2005). Estudos que abordam essas correlacfes
de caracteristicas florais com padrfes de integracdo com seus visitantes fornecem evidéncias
empiricas no que concerne as interacfes baseadas em atratividade de displays e padrdes de
forrageamento (ARMBRUSTER et al., 1999, 2000; CARUSO, 2000; HERRERA, 2001,
MITCHELL et al., 2004; BENITEZ-VIEYRA et al., 2006; SLETVOLD; GRINDELAND;
AGREN, 2010; SUN et al., 2018). Porém, para alguns sistemas florais, como a enantiostilia,
que ocorre em espécies de Senna, essas relacdes ainda carecem de estudos especificos sobre 0s

padrdes coevolutivos.

2.5 Sinalizacgéo floral e selegdo mediada por polinizadores

A sinalizacdo emitida pelas flores para seus polinizadores anuncia recompensas €, em
troca, os polinizadores favorecem a transferéncia de gréos de polen direcionada entre individuos
da mesma espécie (SCHIESTL; JOHNSON, 2013). Como as flores costumam esconder as
recompensas, 0s polinizadores necessitam da sinalizacdo floral para orientacdo e

direcionamento, como coloragédo, tamanho do display e odor para a escolha no momento da
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visitacdo. Estes sinais correlacionam-se com as recompensas e, para tanto, sdo considerados
honestos quando beneficiam os polinizadores, direcionando-os para flores recompensadoras
(HOWELL; ALARCON, 2007; KNAUER; KOKKO; SCHIESTL, 2021).

Ainda que a sinalizacdo honesta entre flores de um individuo (como mudanca de sinais
nas flores com menor recompensa apds a poliniza¢do) possa beneficiar a planta e também o
direcionamento dos polinizadores para flores especificas, estes podem aumentar os niveis de
atracdo entre planta-polinizador (BENITEZ-VIEYRA et al., 2006; BRITO et al., 2015;
MAKINO; OHASHI, 2017). Assim, a sinalizacdo honesta dos individuos dentro de uma
populacao ainda é complexa e dificil de explicar (SCHAEFER et al., 2004; BRITO et al., 2015).
Por outro lado, individuos menos vigorosos que produzem poucas flores e baixa recompensa,
podem usar mecanismos de trapaga, podendo investir em uma maior sinalizacao de suas flores,
0 que pode refletir no aumento das taxas de visitacdo, especialmente, se 0 recurso para ser
produzido tiver alto custo energético, assim, esse mecanismo de trapaca pode ser vantajoso para
a planta.

A aparente tentagdo de trapaceio, faz com que muitas espécies de plantas exibam sinais
florais honestos que se relacionam positivamente com as quantidades de recursos produzidos
(ARMBRUSTER et al., 2005; GOMEZ et al., 2008; SANDRING; AGREN, 2009; KNAUER;
KOKKO; SCHIESTL, 2021). A honestidade mediada pelas flores para seus polinizadores, pode
ser mantida por diferentes mecanismos, tais como: (a) sinais podem ser convertidos em indices,
quando estdo intrinsecamente relacionados a qualidade da sinalizacdo, reduzindo as taxas de
trapaca (sem recompensa floral) e desonestidade (sinalizacdo ndo relacionadas as
recompensas); (b) a honestidade pode ser um mecanismo estavel quando os individuos nédo
lucram com desvios dessa funcdo para se beneficiarem (mecanismos de trapaca) (COHEN;
SHMIDA, 1993; BELSARE et al., 2009; SLETVOLD; GRINDELAND; AGREN, 2010; SUN
et al., 2018). Com isso, é esperado que esse mecanismo se desenvolva em individuos menos
vigorosos que experimentam custos mais altos e pouco beneficio para emitirem alto sinal em
relacdo a individuos vigorosos dentro da populacéo, que os impede de trapacear (GROSE, 2011;
KULBABA; WORLEY, 2012; HIGHAM, 2014).

A sinalizacéo floral dentro de uma populacdo pode ser estavel, como demonstrado em
modelagem proposta por Cohen e Shmida (1993) e corroborado por Knauer, Kokko e Schiestl
(2021), os quais elegeram quatro condicGes a serem atendidas pelo mecanismo: (a) a variagao
de recurso disponibilizado pelas flores devido a diferentes taxas de alocacdo de recursos totais
para as inflorescéncias entre os individuos de uma mesma populacéo, (b) limitacdo dos recursos

disponiveis para a sinalizacdo e para o recurso destinados a outros 6rgéos (como inflorescéncias
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e frutos) refletindo em um trade-off entre esses fatores (esses mecanismos podem néo ser
produzidos simultaneamente, pois a alocagdo de recurso para um limita o outro), (c) selecdo
floral mediada por polinizadores a partir da sinalizacdo floral e (d) selecdo mediada por
polinizadores baseada na recompensa disponibilizada pela flor (ARMBRUSTER et al, 2005;
SLETVOLD; GRINDELAND; AGREN, 2010; SUN et al., 2018). Dessa maneira, apesar dos
trade-offs estabelecidos entre sinal e recompensas, essas caracteristicas tendem a se
correlacionarem positivamente & medida que ocorre otimizagdo de aptiddo entre planta-
polinizador, causando correlagdes positivas entre planta-polinizador (PYKE, 1991; ORDANO;
ORNELAS, 2005; VASCONCELOS; PROENCA, 2015; KNAUER; KOKKO; SCHIESTL,
2021).

Sinalizacéo e producéo de polen levam a custos fisiologicos (ORDANO; ORNELAS,
2005; VASCONCELOS; PROENCA, 2015) ou ecologicos para plantas, como o aumento da
atratividade para herbivoros (KESSLER et al., 2015; KNAUER; SCHIESTL, 2017; RAMOS
CASTRO; SCHIESTL, 2020), bem como podem ser selecionadas pela mediacéo da interacédo
com o polinizador (SANDRING; AGREN, 2009; SLETVOLD et al., 2010; KULBABA,;
WORLEY, 2012). Quando um polinizador chega a uma inflorescéncia ou um conjunto de
flores, a medida que busca e consome recursos, pode avaliar as flores de acordo com as
recompensas florais e ajustar o comportamento de forrageio. Assim, a revisitacdo em uma
planta, o numero de flores e o tempo dedicado a sondagem das flores sdo ajustados,
beneficiando tanto o visitante como a economia dos recursos florais alocados pelas plantas
(GALEN; PLOWRIGHT, 1985; MITCHELL, 1993; KADMON; SHMIDA, 1992; MAKINO;
SAKAI, 2007; CRESSWELL, 1999; BRANDENBURG et al., 2012).

Grande exibicdo de atratividade floral, em contraste com o aumento da acdo de
herbivoros, pode beneficiar ainda mais as plantas pelo aumento do fluxo de polinizadores,
ultrapassando taxas de perda por herbivoria (ARMBRUSTER et al., 2005; BYERS et al., 2014;
GERVASI; SCHIESTL, 2017; RAMOS CASTRO; SCHIESTL, 2020). A preferéncia inata ou
aprendida pelos polinizadores a partir da inducéo e interagdo com certos sinais exibidos pelas
plantas é relevante para polinizadores generalistas que possuem habito de forrageamento
generalista em diferentes grupos de espécies que exibem diferentes sinais (SANDRING;
AGREN, 2009; SLETVOLD et al., 2010; KNAUER; KOKKO; SCHIESTL, 2021). Ensaios
realizados em ambientes controlados mostram a aptiddo de zangdes em aprender a distinguir
entre sinais honestos e desonestos e desenvolvem preferéncias por sinais florais honestos em
um curto periodo de tempo (KNAUER; SCHIESTL, 2014; BURDON et al., 2020). Entretanto

ainda ndo se tem registros sobre as capacidades de aprendizagem semelhantes em ambientes
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naturais com diferentes espécies de plantas e caracteristicas de sinalizacdo (LEONARD;
FRANCIS, 2017).
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Resumo

As relagdes entre polinizadores e plantas sdo guiadas por caracteres florais, que atuam como
sinais para a presenca de recursos. Em algumas espécies essa interacdo pode ser complexa
devido ao sistema reprodutivo e recurso ofertado, sendo flores de pdlen ainda pouco estudadas.
Neste contexto, objetivamos investigar a relacdo das dimensdes das estruturas reprodutivas com
a quantidade de pdlen ofertada e verificar o efeito na atracdo dos polinizadores em Senna
aversiflora. A espécie modelo, apresenta enantiostilia monomérfica, um polimorfismo floral
que apresenta variacdo morfologica na deflexdo do gineceu, e flores com anteras poricidas
dependentes de abelhas que vibram para a liberacao dos graos de pélen. O estudo foi realizado
na ReBio de Pedra Talhada- AL, remanescente de Mata Atlantica. VVerificamos as dimensdes
de estruturas florais para analisarmos a relacdo entre o tamanho floral com a quantidade de
polen. Para verificar o efeito do tamanho das estruturas florais na taxa de visitagéo, realizamos
100 horas de observacdes focais. As flores de S. aversiflora apresentaram associacdo entre area
das pétalas com quantidade de grdos de polen, e sdo visitadas por abelhas de diferentes
tamanhos, embora as flores sejam polinizadas apenas por abelhas de médio e grande porte. A
frequéncia de visitas apresentou uma associacao inversa ao tamanho floral, desta forma, quanto
maior a flor, menor é a frequéncia de visitas. Nossos achados abordam informacdes importantes
em relacdo a sinalizacdo da disponibilidade de recurso em flores enantiostilicas de polen e a
associacéo de area  floral na atratividade de abelhas  vibradoras.
Palavras- chave: Flor de polen; interagdes inseto-planta; caracteristicas florais; sinal honesto.
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Introducéo

As interacOes entre plantas e seus polinizadores sdo imprescindiveis para manutencao,
dindmica e estruturacdo das comunidades vegetais, sendo, essas rela¢cdes fundamentais para o
sucesso reprodutivo dos organismos envolvidos (Almeida & Castro 2019; Knauer et al. 2021).
As relacGes entre polinizadores e plantas sdo, em parte, guiadas por atributos florais (simetria,
recurso ofertado, entre outros), bem como um conjunto de atributos potencializa a atracdo dos
polinizadores. As espécies usam diversos tipos de sinalizacdo floral aos visitantes florais, como
diferentes caracteristicas morfoldgicas, tamanho das estruturas florais, coloracdo, odor e
simetria (Gegear & Laverty 2001), que funcionam como guia de orientacdo para localizacéo de
recursos e orgaos reprodutivos (Fenster et al. 2006; Schiestl & Johnson 2013; Knauer et al.
2021).

As dimenses ou intensidade com que os sinais florais sdo apresentados podem indicar
qualidade e quantidade de recursos variados para os polinizadores, ocasionando, em alguns
casos, na escolha de flores mais atrativas pelos polinizadores (Baronio et al. 2016). Nesse
sentido, a sinalizacdo floral associada positivamente ao recurso disponivel é conhecida como
honestidade floral (Fenster et al. 2006; Ortiz et al. 2020), mas € um processo que nem sempre
ocorre na natureza (Knauer & Schiestl 2015). A maioria dos casos de honestidade floral refere-
se a relacdo do tamanho floral com a quantidade de nectar (Makino & Sakai, 2007; Schiestl

2015; Sun et al. 2018) sendo flores de polen ainda pouco estudadas.

A possibilidade de predizer a quantidade de recursos influencia na escolha das flores
pelos polinizadores, podendo impactar na frequéncia de visitas (Eckhart 1999; Herrera 2005;
Knauer et al. 2021; Valadao-Mendes et al. 2022). Os polinizadores usam desses atributos
florais no momento do forrageamento para selecionarem flores que produzem mais recursos,
de forma que otimizem as buscas e reduzam os custos energéticos (Benitez-Vieyra et al. 2006;
Brito et al. 2015; Makino & Ohashi 2017). Dessa maneira, alteragdes morfotipicas e funcionais
nos tracos florais podem ser selecionadas por polinizadores especificos (Herrera 2006).
Geralmente, quanto mais frequente, com tamanho adequado (Schaefer et al. 2004; Sun et al.
2018) e comportamento de coleta propicio, mais importante esse agente polinizador seré para
a reproducdo da planta (Fenster et al. 2004; Makino & Sakai 2007). Dessa forma, essas
caracteristicas florais podem ser compreendidas como adaptac6es que favorecem as interacGes
com polinizadores. Além disso, um mesmo atributo floral pode desempenhar diferentes
funcOes, a exemplo de pétalas que podem ao mesmo tempo garantir a sinalizacao floral e

propiciar o ajuste morfologico (Herrera et al. 2002; Herrera 2006).
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As condig0es indicadas acima podem ser ainda mais complexas a depender do sistema
floral das plantas envolvidas (Armbruster et al. 2005; Gomez et al. 2008; Knauer & Schiestl
2014). Este € o caso de espécies com enantiostilia, um polimorfismo floral caracterizado por
apresentar uma variacdo morfoldgica, na qual em uma mesma espécie existem dois morfos
florais que se diferem de forma reciproca a partir da deflexdo do gineceu para direita ou
esquerda do eixo central da flor (Barrett 2002; Jesson et al. 2003; Almeida et al. 2013b). A
ocorréncia da enantiostilia confere as flores alto grau de complexidade e dependéncia dos
polinizadores para a sua reproducéo, devido a obrigatoriedade do fluxo polinico intermorfo para
manutencgdo do sucesso reprodutivo, requerido por este polimorfismo floral (Jesson & Barrett
2003). A enantiostilia € um sistema floral comum em espécies da subtribo Cassiinae (Fabaceae),
principalmente nos géneros Chamaecrista e Senna (Amorim et al. 2017; Almeida et al. 2018;
Braga et al. 2022).

Flores enantiostilicas, apresentam uma variacdo morfotipica, onde existem flores ditas
Direitas (quando o estigma apresenta defleccdo para a direita e anteras para a esquerda) e
Esquerdas (estigma a esquerda e anteras a direita), assim, essa organizacdo morfologica de suas
estruturas florais, possibilitam fluxo polinico cruzado entre os morfos, o que também pode
auxiliar como uma barreira fisica para evitar a autopolinizacao, pois existe uma hercogamia
intrafloral (Barrett et al. 2000; Schiestl & Johnson 2013; Makino & Ohashi 2017). Outra
caracteristica floral importante ocorrente nas flores de algumas espécies da subtribo Cassiinae
¢ o androceu heterantero (estames diferem em funcionalidade e tamanho) com deiscéncia
poricida (Marazzi et al. 2007; Amorim et al. 2017). Anteras poricidas requerem abelhas com
comportamento vibratorio desempenhado no momento do forrageio para liberacdo de pdlen
(Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988; Bezerra & Machado 2003), sendo este o Unico
recurso oferecido aos visitantes florais (Marazzi et al. 2007; Marazzi et al. 2008). Além disso,
ainda apresentam diferentes estratégias relacionadas a deposi¢do e captagdo de polen no
momento da polinizagdo, podendo ocorrer de forma direta (diretamente das anteras; Almeida
et al. 2015b) e/ou indireta (com auxilio de uma das pétalas, chamada de cucullus; Westerkamp
2004; Costa et al. 2007; Almeida et al. 2013). Da mesma forma, em plantas que oferecem
apenas pélen como recurso floral, como no caso das espécies de Senna, anteras poderiam ter
tanto papel de oferta de recurso como de sinalizacdo floral, ao indicar a quantidade de pdlen
aos polinizadores (Mitchell et al. 2009).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar a relacdo das dimensdes

das estruturas reprodutivas com a quantidade de pélen ofertada e verificar o efeito disso na



43

atracdo dos polinizadores em Senna aversiflora (Herb.) H.S.Irwin & Barneby. O estudo foi
norteado pelas seguintes perguntas, com suas respectivas hipéteses: P1) O tamanho das
estruturas florais (corola e anteras) reflete a quantidade de polen ofertado, sendo as flores
honestas em relacdo a oferta de recursos? H1) Existe uma honestidade, de modo que flores com
estruturas de maiores dimensdes apresentam maior quantidade de gréos de polen; P2) De que
forma o tamanho das flores esta associado com a frequéncia de visitas dos polinizadores? H2)
Flores com estruturas de maiores dimensdes apresentam maior atracdo e, consequentemente,

maior frequéncia de visitas.
Materiais e Métodos
Area de estudo

O estudo foi desenvolvido no municipio de Quebrangulo-AL, nos entornos da Reserva
Bioldgica de Pedra Talhada (9°13'40.81"S e 36°25'39.62"0), um remanescente da Mata
Atlantica localizada entre os estados de Pernambuco e Alagoas, Nordeste do Brasil. A reserva
apresenta relevo acidentado, variando entre 459m e 883m, com uma area de 4.469 ha (Studer
et al. 2015). O clima da regido € tropical chuvoso, com temperatura média anual de 25°C e
precipitacdo entre 1.250 a 1.500 mm. A estacdo seca ocorre de outubro a fevereiro e a chuvosa
de maio a julho, ambas bem definidas (Studer et al. 2015). A area do estudo esta localizada em
uma regido cercada por influéncia antropica e frequente uso da terra para manejo agricola e
agropecuario, sendo constituida por diferentes niveis de formacdo de pediplanos ondulados
tipicos de regides de planalto. Grande parte da area tem predomindncia de pastagens,

intercaladas com vegetacdo arbustiva, subarbustiva e em alguns pontos arboreas.
Espécie estudada

Senna aversiflora (Figura 1) é uma espécie pertencente a subtribo Cassiinae (Fabaceae-
Caesalpinioideae). E caracterizada por apresentar flores de coloracdo amarela providas de
heteranteria, sendo quatro anteras centrais e trés centro abaxiais (Figura suplementar 1). S&o
denominadas como “flores de polen”, por possuirem apenas polen como fonte de recurso floral
aos visitantes. Apresentam antese diurna e sua polinizacdo geralmente ocorre por abelhas de
médio a grande porte, por meio da vibracdo das anteras poricidas no momento da visita para

liberacdo e coleta dos graos de polen (Buchmann 1983).

Individuos amostrados
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Para a realizagdo deste estudo, foram marcados 20 individuos de S. aversiflora,
selecionados aleatoriamente conforme a disponibilidade e distribuicdo na area de estudo. A
partir de cada um destes individuos, foram coletadas 10 flores, sendo cinco de morfo esquerdo
e cinco direito. Estas flores foram utilizadas para mensuracdo das dimensGes das estruturas
florais (pétala e antera) com a quantidade de grdos de polen ofertados. Nestes mesmos
individuos também realizamos o0 monitoramento da frequéncia de visitantes florais ao longo da
antese, a partir da qual determinamos sua riqueza e comportamento de visita. Para a escolha
dos trés individuos de S. aversiflora a serem observados por dia, o critério de selecdo era

apresentar a disponibilidade minima de 25 flores abertas.
Dimensdes das estruturas e quantidades de gréos de polen

Para esta etapa, as flores foram marcadas em pré antese e ensacadas com saco de tecido

“voil”, as quais no dia seguinte foram coletadas ¢ fotografadas em laboratorio em distancia ¢
posicionamento padronizados. Estas flores foram entdo desmembradas e suas partes florais
foram dispostas em papel milimetrado para fotografia com escala (Figura suplementar 2). As
fotos foram utilizadas para mensurar a area das diferentes estruturas florais através do software
ImageJ 5.0 (Soft Imaging System GmbH, Munster, Germany).
As anteras de cada flor foram armazenadas individualmente em tubos de Eppendorf
imersas em alcool 70%, para posterior contagem de grdos de polen (Figura suplementar 3)
usando uma Camara de Neubauer (Maéda 1985; Silva et al. 2017). Para quantificar o nimero
de grdos de polen em cada antera, realizamos um calculo de proporcao simples. A contagem
foi realizada com auxilio de um microscopio optico (100x) com camera acoplada modelo
Eakins 14 mp Full HD HY-2307. Realizado com duas repeti¢des (camara superior e inferior),
sendo cada repeticdo constituida por quatro leituras das grades de contagem na cdmara de

Neubauer (N= 8 leituras nas grades de contagem por antera).
Observacdes focais

Acompanhamos a frequéncia dos visitantes florais durante sete dias de observacdes
diretas e focais, conduzidas durante o periodo da manhd das 6:00h as 11:00, por ser o periodo
de maior fluxo de visita das abelhas. Cada um dos 20 individuos foi amostrado
sistematicamente durante cinco horas, sendo trés individuos acompanhados a cada dia. Ao total,
contabilizamos um esforco amostral de 100 horas de amostragem. Todas as flores nos

individuos observados foram previamente ensacadas com tecido “voil”. Durante as observagoes
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registramos a espécie de visitante floral, o horario e o nimero de abordagens a cada individuo
e 0 numero de flores visitadas, bem como seus diferentes comportamentos: polinizador
(classificado a partir do toque entre as estruturas reprodutivas (estigma e antera) no momento
da visita) ou pilhador, (classificado quando deteriorava partes florais no momento da visita para
conseguir recurso). Estas mesmas flores foram fotografadas em campo ainda no individuo com
auxilio de um mini studio (Figura suplementar 4) de coloragdo interna preta e abertura de
suporte para encaixar a flor. Posteriormente, realizamos a mensuracao da area total em flores
direitas e esquerdas, onde foram utilizadas 10 flores de 20 individuos, totalizando 200 imagens.
A mensuracdo desses dados foi realizada por meio de imagens digitais, através do software

ImageJ 5.0 (Soft Imaging System GmbH, Munster, Germany).
Andlise dos dados

Para verificar se as areas de pétalas e anteras (tanto as de polinizacdo e alimentacéo)
estavam relacionadas entre si, utilizamos uma matriz de correlacdes de Pearson. Utilizamos
LMMs para verificar se a area total da flor (area total do conjunto floral levando em
consideracao o contorno externo das pétalas) possibilitaria predizer a quantidade total de polen
presente nos diferentes tipos de anteras. Os modelos tiveram como variaveis explicativas a area
total da flor e o tipo de antera (polinizacdo ou alimentacdo), bem como a interagdo entre ambas.
Os individuos amostrados foram inseridos como variéveis aleatdrias. A variavel resposta foi a
quantidade total de polen presentes na flor. Testamos diferencas significativas de cada variavel
através da comparacdo dos modelos aninhados através da estimativa de maxima
verossimilhanca restrita. Essas analises foram realizadas com o pacote Ime4 (Bates et al. 2015)
implementado no software R (R Core Team, 2021).

A fim de verificar o efeito da area total da flor sobre a frequéncia de visitas de Xylocopa
grisescens (principal abelha polinizadora — ver resultados), ao longo dos diferentes horarios,
ajustamos diferentes GLMs. Os modelos tiveram como variaveis explicativas a média da area
floral total para cada individuo e o horéario de observacao (estes foram transformados em uma
variavel categorica de cinco niveis: T1 —6h a 7h; T2 — 7h as 8h; T3 — 8h as 9h; T4 - 9h as 10h;
e T5 — 10h as 11h), bom como a interacdo entre eles. As variaveis resposta foram o nimero de
abordagens a cada individuo e o nimero de flores visitadas neste individuo a cada hora. Essas

analises foram realizadas com o pacote base do software R (R Core Team 2021).

Resultados
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Tamanhos das estruturas florais e disponibilidade de recurso

A maior parte da area visivel da flor sdo as pétalas, ocupando uma maior area total floral
(93.12%). Consequentemente, as anteras ocupam uma pequena parte da area floral, sendo esta
ligeiramente maior para as anteras de alimentacdo (Tabela 1), que estdo em maior numero
(quatro) em relacdo as anteras de polinizacdo (trés). Existe uma alta correlagdo entre as areas
ocupadas pelos diferentes tipos de anteras (alimentacdo & polinizacdo), bem como da superficie
das pétalas com os dois grupos de anteras (Tabela 1). Assim, registramos que a quantidade de
gréos de pdlen varia significativamente entre os tipos de anteras (Tabela 2), de modo que, em
conjunto, as anteras de alimentacdo produzem maior quantidade de pélen do que o grupo das
anteras de polinizacdo (Fig 2A). Verificamos também que a é&rea total da flor esta
significativamente relacionada com a quantidade de grdos de pdlen (Tabela 2). A interacdo
entre os fatores (tipo de antera e area total da flor) ndo foi estatisticamente significativo (Tabela
2), indicando que a relagédo da area total da flor com a quantidade de pdlen produzida ocorre de
forma semelhante e positiva em ambos os tipos de antera (Fig 2B). Ou seja, quanto maior a flor,
mais polen esté presente em ambos os tipos de antera.

Frequéncia de visitas e amostragem dos visitantes florais

Senna aversiflora é visitada por abelhas de diferentes tamanhos, mas sé as abelhas de
médio e grande porte atuam como polinizadoras. Foram observadas 14 espécies visitantes nas
flores (Tabela suplementar 1). Os polinizadores (Figura suplementar 5) efetivos observados
foram: duas abelhas do género Bombus, duas do género Centris, Eulaema bombiformis e cinco
espécies de Xylocopa . Ja a espécie de Halictidae, Melipona quadrifasciata, M. subnitida e

Trigona spinipes foram consideradas pilhadoras (Figura suplementar 6).

Alguns individuos de Xylocopa grisescens apresentaram padrdo de visita semelhante
em relacdo a chegada e saida da flor, mantendo sempre uma direcdo, demonstrando manutengéo
de sua rota de forrageio. Outras espécies visitantes foram consideradas pilhadoras, como
Trigona spinipes, esta, por sua vez, foi observada consumindo as anteras realizando cortes e
danificando o tecido floral. Em alguns casos, impediu que outras abelhas realizassem visitas
nas flores. Quando consideramos abelhas de médio e grande porte observamos que estas
conseguem vibrar todas as anteras de uma s6 vez, sendo suas visitas mais curtas em cada flor.
J& Halictidae e Trigona spinipes, realizavam visitas mais longas, ultrapassando trés minutos

por flor.
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O principal polinizador foi Xylocopa grisescens, que abordou os individuos 778 vezes
durante as 100 horas de observacéo, realizando 2782 visitas em flores individuais (média de
3.58 visitas por abordagem). A segunda abelha que mais contribuiu como polinizadora foi
Bombus spl, que abordou os individuos 11 vezes, realizando 41 visitas em flores individuais
(média de 3,73 visitas a cada abordagem) (Tabela 3). Dentre os pilhadores, Halictidae e Trigona
spinipes foram as que mais realizaram abordagens por individuo, sendo 28 e 21, e um total de
visitas de 30 e 34, respectivamente. Em termos relativos, tanto em nimero total de visitas a
flores individuais quanto em nimero de abordagens aos individuos, Xylocopa grisescens foi a
mais frequente, apresentando 85.49% das abordagens registradas de visita aos individuos, e
90.74% das visitas a flores individuais.

Efeito da &rea floral na frequéncia de visitas de Xylocopa grisescens em fun¢éo ao horario

Verificamos que a frequéncia de visitas de Xylocopa grisescens a Senna aversiflora é
afetada pela area das flores de forma significativa (Tabela 4) e negativa (Figura 3A),
demonstrando que a frequéncia de visitas apresentou uma associagéo inversa ao tamanho floral.
Assim, quanto maior a flor menor a frequéncia de visitas. Também verificamos que o horario
de observacdo tem um efeito significativo sobre a frequéncia de visitas (Tabela 4), sendo o
horario T3 apresentando maior nimero de visitas (Figura 3B). Além disso, a depender do
horério, o efeito da area floral sobre a frequéncia de visitas pode variar, conforme revelado pelo
efeito significativo da interacdo entre essas variaveis (Tabela 4; Figura 3C). Esse padrdo se
repetiu de forma semelhante tanto em relacdo ao nimero de abordagens aos individuos, quanto
a quantidade de visitas a flores individuais.

Ao visualizarmos o efeito da area floral sobre a frequéncia de visitas ao longo dos
diferentes horarios da antese (Figura 3C), verificamos que em T1 ndo houve relacdo entre o
tamanho floral e a frequéncia de visitas. A partir de T2 percebemos que quanto maior o tamanho
da flor menor a frequéncia de visitas. Em T3 e T4 esse processo ocorre de forma mais linear,
mesmo assim mantendo a relagdo negativa entre o tamanho floral e a frequéncia de visitas. No
horério T5, esse processo volta a apresentar um maior efeito. Ou seja, embora na maioria dos
horérios tenha um efeito negativo da area total da flor na frequéncia de visitacdo, a forca desse
efeito varia ao longo do dia, indicando que o horério afeta a relacé@o entre sinalizacao floral e

frequéncia de visitas.
Discusséo

Nossos achados mostram que flores com pétalas maiores vao apresentar anteras de
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polinizacdo e de alimentagdo maiores, e que a area total da flor esta diretamente relacionada
com a quantidade de graos de p6len produzidos. As observagdes focais mostraram que Senna
aversiflora recebeu visitas de diferentes espécies de abelhas, mas somente as abelhas de médio
e grande porte atuam como polinizadoras, realizando movimentos vibratdrios para coleta de
recursos. Dentre os polinizadores, Xylocopa grisescens foi mais frequente, com maiores taxas
de abordagens aos individuos e visitas em flores. Verificamos que a frequéncia de visitas de X.
grisescens ¢ afetada tanto pela area floral, quanto pelo horério de visita, havendo uma relacéo
negativa com o tamanho floral. Identificamos que essa relacdo negativa ocorre na maioria dos
intervalos de observagdo, mas sua intensidade varia ao longo dos diferentes horarios. Abaixo

discutimos esses achados e suas possiveis causas e consequéncias.
Tamanhos das estruturas florais e disponibilidade de recurso

A relacdo entre o tamanho floral e a quantidade de recurso presente nas flores é
geralmente demonstrada como positiva (Fenster et al. 2006; Knauer & Schiestl 2015; Burdon
et al. 2020; Knauer et al. 2021). Nestes casos, o tamanho da flor € interpretado como um sinal
visual responsavel pela indicacao da disponibilidade do recurso (Fenster et al. 2006; Knauer &
Schiestl 2015; Ortiz et al. 2020). Quando essa relagdo é notoria é possivel que o tamanho floral
exerca um efeito positivo sobre a frequéncia de visitas realizadas pelo polinizador (Gomez et
al. 2008; Sun et al. 2018; Basso-Alves et al. 2022).

Em nosso estudo o tamanho da area floral foi interpretado como uma sinalizagéo,
corroborando com estudos que demonstram também a relacdo positiva entre o tamanho floral e
numero de graos de polen (Vallejo-Marin et al. 2014; Burdon et al. 2020; Delgado et al. 2023).
Em Cassiinae, o tamanho da flor pode atuar como um sinal visual, devido a area de percepcao
associada as petalas, que apresentam coloracdo amarela bastante perceptivel. Dessa forma, a
cor atua como fator de reconhecimento a longa distancia (Silberbauer-Gottsberger &
Gottsberger 1988; Manente-Balestieri & Machado 1999; Carvalho & Oliveira 2003),
desempenhando papel importante em relacdo a atratividade (Marazzi et al. 2007). A coloragédo
amarela é a mais presente na maioria das flores, seja em grande parte da estrutura floral ou
restritas a pequenas areas de guias de recurso, que atraem tanto polinizadores generalistas
quanto especialistas (Burdon et al. 2020; Essenberg et al. 2021).

A relacdo entre atratividade visual e recompensa floral, depende, em parte, da limitacio
na producdo e disponibilidade do recurso, sendo este finito em flores de Cassiinae (flores de
polen). Nestas flores, o polen desempenha dupla funcéo, ou seja, parte do que € produzido

pelas flores € direcionado para alimentacdo e outra parte para polinizagdo, estes diferindo em
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funcdo e composicdo, de modo que geralmente o primeiro tipo apresenta uma capacidade
proteica alta e viabilidade reprodutiva baixa e o segundo tipo apresenta uma alta capacidade
reprodutiva e taxas proteicas mais baixas (Carvalho & Oliveira 2003). Em flores de Senna, as
anteras de alimentacdo podem ser consideradas como um sinal atrativo (Carvalho & Oliveira
2003), visto que nessas estruturas encontram-se zonas odoriferas que auxiliam no
direcionamento aos locais onde encontram-se 0s recursos para alimentagdo (Oliveira et al.
2021; Essenberg 2021). Em nossos achados, constatamos que as anteras de alimentagdo com
maior area, talvez por ter mais anteras com essa funcdo na flor, apresentam maior quantidade
de grédos de pdlen, demonstrando que estas estruturas tém potencial para atuar como atrativos
para os visitantes (Luo et al. 2008; Solis-Montero et al. 2017; Velloso et al. 2018; Saab et al.
2021). Levando-se em consideracdo a posicao das anteras de alimentacdo (centrais no display
floral) no mesmo local em flores direitas e esquerdas em Senna aversiflora, ambos os morfos
podem exercer atragdo de maneira semelhante.

Nestas flores, o pdlen € a Unica recompensa floral, gerando um dilema do p6len (Lunau
et al. 2014; Ferreira & Araljo 2016; Saab et al. 2021), pois este recurso é utilizado tanto na
alimentacdo das abelhas como na reproducdo das plantas. Mas, a heteranteria e a presenca de
anteras poricidas na espécie favorece maior otimizacao desse recurso (Olito et al. 2018). Uma
vez que encontramos maior quantidade de pdlen nas anteras (alimentacdo e polinizacao)
maiores (Toledo et al. 2020; Essenberg 2021), parece existir investimento ndo so na sinalizagdo
visual e oferta de recursos, mas na fun¢do masculina como um todo (Vallejo-Marin & Rausher
2007a). Assim, enquanto o display floral atua na atratividade a distancia (Mitchell et al. 2004;
Melo et al. 2018) o aumento das anteras de alimentacdo poderia otimizar o direcionamento e
ajuste de pouso entre os verticilos florais para a extracdo de recurso (Goodwillie et al. 2010;
Moore & Pannell 2011), e o aumento das anteras de polinizagdo otimizaria o fitness masculino,

devido a maior disponibilidade polinica (Vallejo-Marin & Rausher 2007b; Paterno et al. 2019).

Freguéncia de visitas e amostragem dos visitantes florais

A espécie demonstrou uma diversificada guilda de visitantes florais, desde abelhas
pilhadoras de pequeno porte até abelhas polinizadoras efetivas de médio e grande porte,
conforme reportado para outras espécies da subtribo Cassiinae (Carvalho e Oliveira 2003;
Westerkamp 2004; Laporta 2005; Nascimento & DelClaro 2007; Almeida 2012; Almeida et al.
2013a,b). Das espécies visitantes, Xylocopa grisescens foi a principal abelha polinizadora,

devido seu comportamento nas flores, contactando as estruturas sexuais e coletando pélen de
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forma legitima, e por demonstrar uma maior frequéncia de visitas em relacdo as demais. Em
relacdo a atratividade, espécies de Xylocopa, de modo geral s&o atraidas por flores de diferentes
coloracdes, odores e formas florais. Dentre os recursos disponiveis, abelhas deste género
buscam principalmente por recurso energético, o0 néctar, e por recurso proteico, o polen
(Agostini et al. 2014).

Neste contexto, representantes da subtribo Cassiinae ofertam pdlen como Unico recurso,
além de um conjunto de atrativos, como flores amarelas, anteras poricidas, diferenciacdo de
cores entre verticilos vegetativos e reprodutivos, possibilitando atratividade a longa distancia
por abelhas no forrageamento polinico (Silberbauer-Gottsherger & Gottsberger 1988). Espécies
de Xylocopa tém sido frequentemente registradas como visitantes em flores de representantes
da subtribo Cassiinae (Carvalho & Oliveira 2003; Laporta 2005; Nascimento & Del-Claro
2007; Wolowski & Freitas 2010; Souza et al. 2012; Almeida 2012; Almeida et al. 2013a b). A
capacidade de forrageio dessas abelhas, acontece em funcdo da necessidade da constante coleta
de pdlen, dessa maneira, a preferéncia por flores de menor tamanho pode estar relacionada a
otimizacdo de sua capacidade de forrageamento e a minimizacdo da competicdo por recursos
com outras espécies (Laporta, 2005; Brito et al., 2020). Isso pode ocorrer devido a alguns
fatores, como: flores menores podem oferecer mais facil acesso ao pdlen, economizando tempo
e energia para as abelhas experientes, o que reduz a competicdo com abelhas que preferem
flores maiores e de dificil acesso (Solis-Montero; Vallejo-Marin, 2017). Além disso, apesar de
flores maiores conterem mais recursos em uma Unica visita, as abelhas percebem que visitar
varias flores menores rapidamente pode resultar em uma quantidade similar ou maior de
recursos, otimizando seu forrageamento (Stang, et al., 2009; Solis-Montero; Vallejo-Marin,
2017). A economia de energia € outra razdo, ja que flores menores exigem menos esforco para
coletar polen. Por fim, a tendéncia a escolher flores menores permite que as abelhas explorem
nichos florais menos disputados, evitando a competicdo direta com outras espécies
polinizadoras que preferem flores maiores, contribuindo para uma coexisténcia mais
harmoniosa e segura no ambiente (Laporta, 2005; Solis-Montero; Vallejo-Marin, 2017; Brito
et al., 2020).

Esse comportamento de visitas pode beneficiar o aumento do fluxo de pdlen entre os
morfos florais (Gilbert et al. 2001). Assim, espécies de Xylocopa que interagem com estes tipos
florais efetivamente sdo devido a relagdo do limiar de tamanho minimo, onde existe uma
proporgdo entre a disposicao dos verticilos reprodutivos e o corpo do polinizador (Mesquita-
Neto et al. 2017). Essa relacdo planta-polinizador pode ser observada em nosso estudo, quando

ocorrem maiores taxas de frequéncia de visitas por X. grisescens na espécie estudada,
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sobrepondo as taxas de visita de outros espécimes da guilda. Esses fatores podem ser explicados
pelo habito de forrageamento generalista dessa abelha quando comparada a outros visitantes
florais, apresentando, assim, maior aptidao frente as influéncias ambientais e competicdo por
recurso com outros visitantes (Junqueira et al. 2012, 2017; Kaluza et al. 2017).

Efeito da area floral na frequéncia de visitas de Xylocopa grisescens em funcéo ao horario

Estudos mostram que em um contexto interespecifico, o tamanho floral das espécies de
uma comunidade afeta a frequéncia de visita das plantas, sendo esse efeito positivo em relagédo
a atratividade e riqueza da guilda de visitantes (Vallejo-Marin et al. 2009, 2010, 2014; Delgado
et al. 2023), uma vez que espécies com flores maiores apresentam maior taxa de visitas quando
comparadas as especies que possuem flores menores (Delgado et al. 2023). Em condicGes
intraespecificas, a relacdo da recompensa floral e atratividade dentro de cada espécie é reforcada
guando se observa um impacto na preferéncia do polinizador no momento do forrageamento
(Armbruster et al. 2005; Bell et al. 2005; Gémez et al. 2008; Toledo et al. 2020; Knauer et al.
2021; Toji et al. 2021; Russel et al. 2021). Em nosso trabalho, apesar do tamanho floral possuir
uma associacao positiva com a disponibilidade de polen, ele exerce um efeito negativo sobre a
frequéncia de visitas, resultando em uma redugéo na frequéncia de visitas em flores maiores. O
horério do dia tem uma influéncia no efeito, embora geralmente o padrdo seja constante, de
mais visitas de Xylocopa grisescens em flores menores.

N&o detectamos efeito do tamanho floral na frequéncia de visitas em T1, no geral, as
visitas dentro do T1 correspondem as primeiras visitas do dia. Observamos que o horéario de
maior pico ocorreu no T3, quando podemos observar o aumento significativo da quantidade de
visitas, mantendo a preferéncia de X. grisescens por flores menores. Em outros periodos as
taxas sofreram reducdo, mas a relacdo negativa entre tamanho floral e nimero de visitas foi
constante. Nas primeiras visitas as flores, podemos observar que a partir da vibracdo
desempenhada pelo polinizador, é perceptivel a liberacdo de uma "nuvem de polen™ ejetada das
anteras em direcdo ao polinizador, sendo parte deste depositado em locais do corpo do
polinizador (Huang & Shi 2013; Amorim et al. 2017), de forma direta pelas anteras de
alimentacdo ou por deposicdo indireta com o auxilio da pétala curvada (Westerkamp 2004;
Almeida et al. 2013b; Amorim et al. 2017). Mas, € visivel a perda de uma quantidade
consideravel de gréos de polen nas primeiras visitas do dia, o que ja foi observado em outros
estudos (Bezerra & Machado 2003).

Ampliando as possibilidades de efeito sobre a maior visitagdo em flores menores em

determinados horéarios da observacdo, além da fonte de atracdo (tamanho floral), diferentes
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atributos atuam como atrativos florais ao visitante (Koch; Wester; Lunau 2017; Melo et al.
2018; Aguiar et al., 2020), podemos pensar em outras fontes, como odor, coloracdo (UV). Bem
como, a cognicdo do polinizador (Brito et al. 2015), que desempenha um papel fundamental na
selecdo das flores a serem visitadas. E possivel que X. grisescens, ao longo de suas interagdes
com as flores, desenvolveu uma memdria floral que inclua informacdes sobre a facilidade de
acesso ao poélen em flores de diferentes tamanhos, podendo influenciar diretamente em suas
preferéncias de forrageamento e, consequentemente, a frequéncia de visitas a flores de
diferentes tamanhos.

Os polinizadores reagem aos atrativos florais tanto por instinto quanto por meio do
aprendizado, e essa relagdo € mediada por processos cognitivos essenciais (Agostini et al.,
2014; Ramos; Schiestl, 2020; Essenberg, 2021). Nesse sentido, a tomada de decisdo dos
polinizadores para visitar uma flor é influenciada por diversos fatores, incluindo suas
preferéncias inatas e aquelas adquiridas ao longo do tempo por meio de experiéncias anteriores.
Estas preferéncias podem estar associadas a memoria das caracteristicas especificas das flores,
como tamanho, odor, coloracdo e facilidade de acesso ao néctar ou ao pélen (Vallejo-Marin et
al., 2009; Brito & Sazima, 2012). E interessante observar que a capacidade de aprendizado dos
insetos, frequentemente subestimada, tem sido demonstrada como rapida e com uma memoria
eficaz (Chittka & Thomson, 2001). Dessa maneira, a cognicdo desempenha um papel
fundamental nas escolhas dos polinizadores, influenciando suas preferéncias por flores com
base em uma variedade de atributos. Com o tempo, os polinizadores desenvolvem memorias
florais que afetam diretamente seu comportamento de forrageamento, moldando suas
preferéncias e determinando a frequéncia com que visitam flores de diferentes tamanhos e
caracteristicas (Koch; Wester; Lunau 2017; Melo et al. 2018; Aguiar et al., 2020).

O aprendizado das abelhas em relacdo a otimizacdo de suas visitas em flores esta
intimamente ligado a sua capacidade cognitiva. Em um contexto comum de flores que oferecem
apenas pélen como recurso, as abelhas demonstram uma notavel habilidade de aprendizado
répido e duradouro. Elas conseguem identificar facilmente a localiza¢do do pdlen, o que sugere
a presenca de preferéncias inatas. No entanto, essa preferéncia pode ser modificada com base
em experiéncias anteriores, na retencdo de informacdes a longo prazo e no aprendizado
associativo, conforme observado por Russell et al. (2015).

Um aspecto fundamental desse processo é a capacidade das abelhas de reconhecerem
flores a uma longa distancia, utilizando as pistas visuais fornecidas pelas pétalas, como
apontado por Brito et al. (2015). No entanto, a medida que se aproximam das flores, as

caracteristicas das anteras, onde o polen esta localizado, se tornam mais detectaveis e
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informativas para essas visitantes. Este fendmeno ilustra a adaptagdo das abelhas para otimizar
suas interagdes florais, ajustando seu comportamento a medida que se aproximam do recurso
desejado.

Além disso, estudos recentes, conduzidos por Ruedenauer et al. (2015), destacam a
notavel capacidade das abelhas em detectar e distinguir diferentes tipos e qualidades de pdlen.
Isso sugere uma complexa capacidade cognitiva que permite as abelhas avaliar e selecionar o
melhor recurso alimentar com base em suas necessidades nutricionais. Em conjunto, essas
descobertas evidenciam a sofisticacdo da cognicdo das abelhas no contexto de otimizacdo de
visitas em flores e interacdes florais.

Assim, podemos observar que as interacdes entre plantas e polinizadores, devem ser
avaliadas ndo apenas o tamanho da area floral, mas também a eficacia da polinizacéo e a
cognicgéo do polinizador no momento da avaliacdo das flores e consequente visita no momento
da busca pelo recurso. Nesse contexto, nossos resultados sugerem que a &rea da corola e da
antera ndo estdo positivamente envolvidas na resposta de maior frequéncia. Estudos futuros
devem ser realizados, verificando outras variaveis que possam gerar maior atratividade e

disponibilidade de recursos nas flores.
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Tabela 1: Média + desvio padrdo da morfometria dos verticilos florais e area total da corola.
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p<0.0001).

Areadasestruturas  Porcentagem  Correlagdo de Pearson

(mm2) ocupada na (N
flor (%)
AP AA
Anteras de Polinizagéo (AP) 6.04+1.28 2 45+0.30
Anteras de Alimentacgdo (AA) 6.52+1 37 2 64+0 30 0.90*
Pétalas (PT) 230.70:£45.00 93.1240.79 0.83 080
Total da flor 247.71+48.05 100

Tabela 2: Fatores relacionados ao total de polen em relacdo a area das anteras, pétalas e
interacdo entre essas variaveis (Chisq: qui-quadrado; Df: grau de liberdade; p: significancia).

Chisq Df p
Tipo de Antera 31.693 2 <0.0001
Area total da flor 7.623 2 0.02212
Tipo de Antera: Area total da flor 0.968 1 0.3252

Tabela 3: Frequéncia de visitas em 100 horas de observa¢des em individuos de Senna
aversiflora. RV: Resultado da visita: Polinizador (P) e Pilhador (PI).

Familia / espécie individuo (%) florais (%)

Quantidad Meédia de
Abordagen e total de _fl_o res
visitadas
S por visitas por RV

individuo Desvio
abordado Padréo

Apidae



Bombus sp.1 (Swederus,
1787)

Bombus sp.2 (Swederus,
1787)

Centris sp.1 (Fabricius, 1804)

Centris sp.2 (Fabricius, 1804)

Eulaema bombiformis
(Packard, 1869)

Melipona quadrifasciata
(Lepeletier, 1836)

Melipona subnitida (Ducke,
1910)

Trigona spinipes (Fabricius,
1793)

Xylocopa cearensis (Ducke,
1911)

Xylocopa frontalis (Oliver
1789)

Xylocopa grisescens
(Lepeletier, 1841)

Xylocopa spl (Latreille, 1802
)

11

21

778

42

1.21%

0.11%

0.88%

0.44%

0.33%

0.11%

0.11%

2.31%

0.22%

0.33%

85.49
%

4.62%

41

16

34

2782

122

1.34%

0.03%

0.52%

0.16%

0.23%

0.03%

0.03%

1.11%

0.13%

0.10%

90.74
%

3.98%

3.73

1.00

2.00

1.25

2.33

1.00

1.00

1.62

2.00

1.00

3.58

2.90

64

3.20

131

0.50

1.15

1.43

0.00

0.00

3.49

1.99

Pl

PI

PI



Xylocopa sp2 (Latreille, 1802

) 7 0.77%
Halictidae

sp 28 3.08%
Total 910

19

30
3066

0.62%

0.98%

2.71

1.07

3.37

65

2.56

0.26

3.34

PI

Tabela 4: Resultado do efeito da area floral e horario na frequéncia de visitas de Xylocopa
grisescens, em relacdo a abordagem por individuo e visitas as flores (Df: grau de liberdade;
Deviance: regressao; Resid. Df: graus de liberdade residuais; Resid. Dev: regressao residual;

p: significancia).

Resid.

Df Deviance Df Resid. Dev p
Abordagens ao individuo **
Horario 4 205.142 78 346.65 <0.0001 *
**k
Area total da flor 1 14.479 77 332.17 0.000142 *
Horério: Area total da flor 4 11.807 73 320.36 0.018844 *
Visitas a flores individuais 4 900.94 95 2407.4 <0.0001 **
Horério *
1 267.99 94 2139.4 <0.0001 **
Area total da flor *
4 199.82 90 1939.6 <0.0001 **

Horario: Area total da flor

&
s
s ]

A

Figura 1: Flores de Senna aversiflora demonstrando disposi¢cdo das estruturas reprodutivas em

flores direita (A-B) e esquerda (C), e visita de abelha em uma flor direita (D).
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Figura 2: Caracteristicas florais associadas a quantidade de polen ofertado por flor em Senna
aversifolia (Fabaceae). A: Boxplot demonstrando a quantidade de graos de polen por tipo de
anteras; B: Scatterplot demonstrando a relacdo entre a area total da flor com a quantidade de
polen ofertado pelas dois tipos de anteras.
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Figura 3. Efeito da area total média das flores por individuo sobre a frequéncia de visitas de
Xylocopa grisescens. A: Area total média das flores por individuo em relacéo a frequéncia das
visitas; B: Boxplot demonstrando a ocorréncia do efeito dos horarios em relacdo a frequéncia
de visitas; C: Frequéncia de visitas em diferentes horarios em relacdo a area total média das
flores por individuo (Legenda: T1: 7:00-8:00; T2: 8:00-9:00; T3: 9:00-10:00; T4: 10:00-11:00

e T5: 11:00-12:00).
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Material suplementar capitulo 1

Figura suplementar 1. Flores da espécie Senna aversiflora mostrando androceu heterantero
(anteras de alimentacdo e anteras de polinizacdo); exibindo a pétala curvada e
posicionamento do gineceu em ambos os morfos florais. A-F: Morfo direito; G-L: Morfo

esquerdo.
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Figura suplementar 2. Flores desmembradas do morfo esquerdo (A) e direito (B).

0,0008 ml N° total de graos de
polen nos cubos

1 ml X

Figura suplementar 3. Contagem de graos de pélen com a cdmara de Neubauer. A: Remocéo
da anteras da flor de Senna aversiflora; B: Armazenamento da antera com auxilio de pin¢ca em
tubo de Eppendorf; C: Anteras armazenadas em tubos de Eppendorf com alcool 70% (C1.:
anteras de alimentacdo, Cll: anteras de polinizacao); D: Grdos de pélen homogeneizado em 1
ml da solucdo de &cido glicerinado; E: Visualiza¢do de graos de polen em Camara de Neubauer
com o auxilio de cAmera acoplada ao microscopio oOptico; F: Visualizacdo da malha e dos
quadrantes da Camara de Neubauer (FI: vista lateral da Camara de Neubauer; FlI: vista frontal);
G: Grade de contagem; H: Contagem em zigue-zague dos graos de pélen contido nos setores
do quadrante. I: Célculo para obtencdo da estimativa de graos de pélen produzido por antera.
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Figura suplementar 4. Modelo em 2D do estudio fotografico adaptado para obtencédo de imagens

em campo das flores de Senna aversiflora.
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Figura suplementar 5. Algumas das principais abelhas polinizadoras das flores de Senna
aversiflora presentes no municipio de Quebrangulo, Alagoas, Brasil. A, B, D, F: Xylocopa
grisescens realizando coleta vibratil de polen; C e E: Aproximacdo de Xylocopa grisescens
(Lepeletier, 1841) a flor. G, H, I: Xylocopa spl realizando coleta vibratil de polen.
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Figura suplementar 6. Espécies de abelhas pilhadoras em flores de Senna aversiflora. A, D, E:
Trigona spinipes Fabricius (1793) mastigando antera para retirada de po6len, causando danos as
anteras; B, C, F: Halictidae posicionada no apice da antera promovendo vibragédo para a coleta

de polen.

Tabela suplementar 1. Medidas do comprimento corporal das abelhas visitantes de Senna

aversiflora.
Familia Espécie Variagéo no
comprimento corporal
(mm)
Apidae Xylocopa grisescens (Lepeletier, 1841) 30a37.87
Apidae Xylocopa frontalis (Oliver, 1789
p ylocop ( ) 30236
Apidae 28.7 a 34.26
Xylocopa spl (Latreille, 1802)
Apidae 18.3a21.14
Xylocopa sp2 (Latreille, 1802)
Apidae Xylocopa cearensis (Ducke, 1911) 18.76 2 22.75



Apidae

Apidae

Apidae

Apidae

Apidae

Apidae

Apidae

Halictidae

Halictidae

Apidae

Eulaema bombiformis (Packard, 1869)

Bombus sp.1 (Swederus, 1787)

Bombus sp.2 (Swederus, 1787)

Melipona quadrifasciata (Lepeletier, 1836)

Melipona subnitida (Ducke, 1910)

Centris sp.1 (Fabricius, 1804)

Centris sp.2 (Fabricius, 1804)
spl

sp2

Trigona spinipes (Fabricius, 1793)
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22.33a 27.38

20a27.1

15a16.22

9.2a11.94

8.4a10.64

154a16.2

16.2a18.11

8al2

8a10.2

8al0
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RESUMO

O género Senna (Fabaceae) possui flores enantiostilicas, que se caracterizam por uma variagao
morfoldgica, na qual duas formas florais se distinguem quanto a deflexdo do estilete para direita
ou esquerda em relacdo ao eixo floral. Esse polimorfismo é afetado pela variacdo fenotipica
intraespecifica, influenciando o encaixe morfoldgico das abelhas polinizadoras durante a coleta
de polen. Nesse contexto, 0 presente estudo busca analisar tais efeitos, verificando i) quais as
fontes de variagdo do fendtipo floral; ii) como ocorre a deposicdo/captacdo de pdlen em
diferentes espécies de abelhas; e iii) como a morfologia floral afeta a eficiéncia de transferéncia
de polen em diferentes abelhas. Nés utilizamos como modelo Senna aversiflora, espécie que
apresenta enantiostilia monomorfica e flores com anteras poricidas dependentes de abelhas que
vibram para a liberacdo dos gréos de polen. O estudo foi realizado na ReBio de Pedra Talhada-
AL, remanescente de Mata Atlantica. Mensuramos o fen6tipo floral por meio de imagens
digitais. Realizamos simulagfes de visitas, utilizando simulacros reproduzindo a morfologia
corporal dos principais géneros de abelhas polinizadoras e sonicador para verificar a deposicéo
e captacdo de polen. A espécie apresentou ampla variagdo no posicionamento das estruturas
florais (gineceu, pétala curvada e anteras) em relacdo ao distanciamento horizontal, vertical e
de profundidade. Embora essa variagédo seja explicada principalmente pelos diferentes morfos,
detectamos certa sobreposicéo entre 0s posicionamentos das estruturas reprodutivas de de flores
direitas e esquerdas. Nossos experimentos mostraram que a deposi¢do e captacdo de polen
diferem entre as abelhas e as partes de seus corpos. Apenas a deposicdo de pdlen foi
determinada pelos morfos florais. Também demonstramos que tanto a forma como a variacgao
na morfologia floral influenciam a efetividade na transferéncia de polen, que pode diferir
fortemente entre as espécies de abelha.

Palavras- chave: Mecanismos reprodutivos; Cassiinae; Hercogamia reciproca; polinizacao

por vibracéo.
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ABSTRACT

The genus Senna Mill. (Fabaceae) has enantiostyle flowers, which are characterized by
a morphological variation, in which two floral forms are distinguished in terms of style
deflection to the right or left in relation to the floral axis. This polymorphism is affected by
intraspecific phenotypic variation, influencing the morphological fit of pollinating bees during
pollen collection. In this context, the present study seeks to analyze such effects, verifying i)
which are the sources of variation in the floral phenotype; ii) how pollen deposition/uptake
occurs in different bee species; and iii) how floral morphology affects pollen transfer efficiency
in different bees. We used as a model Senna aversiflora (Herb.) H.S.lrwin & Barneby, a species
that presents monomorphic enantiostyly, flowers with poricidal anthers dependent on bees that
vibrate to release pollen grains. The study was carried out at ReBio de Pedra Talhada-AL, a
remnant of the Atlantic Forest. We measured the floral phenotype using digital images. We
carried out simulations of visits, using simulacra reproducing the body morphology of the main
genera of pollinating bees and sonicator to verify the deposition and capture of pollen. The
species showed wide variation in the positioning of floral structures (gynoecium, curved petal
and anthers) in relation to horizontal, vertical and depth spacing. Although this variation is
mainly explained by the different morphs, we detected some overlap between the positions of
the reproductive structures of right and left flowers. Our experiments showed that pollen
deposition and uptake differ between bees and their body parts. Only pollen deposition was
determined by floral morphs. We also demonstrate that both shape and variation in floral
morphology influence the effectiveness of pollen transfer, which can differ strongly between
bee species.

Keywords: Reproductive mechanisms; Cassiinae; Reciprocal herkogamy; vibration
pollination.
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INTRODUCAO

A enantiostilia € uma variagdo morfotipica na qual existem duas formas florais que
diferem reciprocamente em uma mesma espécie (Barrett, 2002). Tais formas caracterizam-se
por apresentarem flores com pistilo curvado para a direita (morfo-D) ou esquerda (morfo-E) do
eixo central da flor, formando imagens especulares umas das outras (Barrett, 2002). A
enantiostilia pode se apresentar na forma monomorfica (expressa dois morfos florais em um
mesmo individuo) ou dimérfica (apenas um morfo floral por individuo) (Jesson & Barrett,
2003). Em alguns casos, a deflexdo dos pistilos orienta-se em eixo oposto em relacao as anteras
de polinizacdo, onde o morfo D apresenta anteras posicionadas a esquerda e pistilo a direita e
o morfo E apresenta anteras direita e pistilo a esquerda (Barrett, 2002; Jesson & Barrett, 2003).
Em espécies da subtribo Cassiinae (Cassia, Senna e Chamaecrista) é comum a presenca de
pétala curvada, que possui a funcdo de auxiliar na deposicdo de pdlen nos corpos dos
polinizadores. Assim, quando ocorre a liberacao do pdlen pela acédo vibratil das abelhas, parte
destes que ndo sdo depositados diretamente, percorrem a pétala até serem depositados no corpo
do visitante (Almeida & Castro, 2019).

As flores enantiostilicas potencializam a transferéncia polinica entre morfotipos
diferentes. Isso se da pelo posicionamento reciproco das estruturas sexuais, favorecendo a
ocorréncia do fluxo polinico intermorfo, no qual flores esquerdas depositam pélen do lado
direito do corpo do visitante e 0 estigma capta no lado esquerdo, sendo o inverso para flores
direitas (Barrett, 2002). Essa condicdo resulta em maiores taxas de xenogamia, embora exista
a possibilidade de geitonogamia em espécies monomorficas (Barrett, 2002; Jesson & Barret,
2003). Trabalhos com espécies da subtribo Cassiinae (Fabaceae) abordam variacdes nos
mecanismos reprodutivos (Jesson & Barrett, 2002), especializacdo de estruturas na deposicao
de pélen (Westerkamp, 2004; Laporta, 2005), dinamica reprodutiva (Costa et al., 2007; Gomez,
2008; Dutra, 2009) e morfofuncionalidade de espécies enantiostilicas (Almeida et al., 2013a;
2015a; 2018; Amorim et al., 2019; Morais et al., 2019; Braga et al., 2022). Ainda assim,
existem lacunas em relacdo aos mecanismos que medeiam o0s processos que levam a reducao
da geitonogamia e sobre a funcionalidade da enantiostilia monomérfica em promover a
xenogamia (Jesson & Barret, 2003; Almeida & Castro, 2019; Morais et al., 2019).

Espécies enantiostilicas da subtribo Cassiinae podem diferir entre si em relacdo as
posicdes das estruturas reprodutivas (Almeida et al., 2013b; 2015a), 0 que permite que
diferentes espécies explorem locais especificos (lado esquerdo ou direito no dorso ou ventre

dos visitantes) de deposicao e captagcdo de polen no corpo dos polinizadores (Almeida et al.,
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2015b, Almeida; Castro, 2019). A variacdo nos locais de deposicdo de pdélen no corpo das
abelhas ocorre em algumas espécies da subtribo Cassiinae nas quais a pétala cbncava apresenta
funcdo de auxiliar na deposicdo de polen de forma indireta no corpo do polinizador
(Westerkamp, 2004; Almeida et al., 2013b; 2015a, b).

Além disso, uma mesma espécie pode interagir com uma guilda de visitantes florais
diversa. Assim, os locais de deposi¢do podem variar em decorréncia de diferentes combinagoes
entre morfologia floral e o comportamento e morfologia do visitante (Almeida et al., 2015a, b).
Estes diferentes ajustes entre flor e polinizador podem em alguns casos otimizar a reproducéo
das plantas. Neste contexto, o estudo teve como objetivo avaliar a variagdo morfologica em
flores de Senna aversiflora (Herb.) H.S.Irwin & Barneby e a influéncia dela nos locais de
deposicédo e captacdo de pdlen no corpo dos diferentes visitantes florais. Para isso, testamos
entdo a hipotese de que a variacdo nos posicionamentos das estruturas reprodutivas promove a
ocorréncia de diferentes locais de deposicdo e captacdo de polen no corpo dos diferentes

visitantes.

METODOLOGIA
Local de estudo

O estudo foi realizado nos entornos da Reserva Biologica de Pedra Talhada, um
remanescente de Mata Atlantica, localizada entre os estados de Pernambuco e Alagoas,
nordeste do Brasil, entre as coordenadas 9°13'40.81"S e 36°25'39.62"0. Esta unidade de
conservacao, administrada pelo ICMBIo de Alagoas, ocupa uma area de 4.469ha, com relevo
acidentado, variando entre 459m e 883m, abrangendo parte dos municipios de Lagoa do Ouro

em Pernambuco, Quebrangulo e Cha Preta em Alagoas (Studer; Nusbaumer; Spichiger, 2015).
Espécie estudada

Senna aversiflora (Figura 1) possui enantiostilia monomorfica, apresentando habito
arbustivo, flores assimétricas com pétalas amarelas, sendo uma delas curvada (chamada de
cucullus), ligeiramente maior que as outras. Suas flores apresentam heteranteria, com estames
diferindo em relacdo ao tamanho e a funcdo. O estigma possui base estipitada e apice
puntiforme, bem como anteras poricidas que necessitam de vibragédo para liberacdo dos gréos,
sendo este o Unico recurso floral oferecido aos polinizadores (Marazzi et al., 2007, 2008). Na
area de estudo, pode ser encontrada em areas de vegetacdo arbustiva esparsa, borda e clareiras

de mata, sobre solos argilosos e areno-argilosos, entre 380 e 650 metros de altitude. O periodo
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de floracéo da especie na area de estudo se estende pelos meses de agosto a outubro, enquanto

a frutificacdo ocorre entre outubro e novembro.

Fig. 1 (A-B) Detalhes da morfologia floral de Senna aversiflora na Reserva Biologica de Pedra
Talhada — Alagoas, Brasil. Viséo frontal (A-B) e superior (C-D) do morfo esquerdo (A-C) e
direito (B-D). Abreviaturas: pétala curvada (PC), anteras de alimentacdo (AA), anteras de
polinizacdo (AP), gineceu (G).

Individuos amostrados

Ao todo, 36 individuos de S. aversiflora foram marcados conforme as disponibilidade e
distribuicdo das plantas na area, os quais foram acompanhados durante o estudo. Para cada
individuo coletamos 10 flores (n= 360), sendo cinco para cada morfo floral. Cada flor foi
previamente coberta com saco de tecido “voil” a fim de impedir que sofressem qualquer tipo

de dano (Oliveira et al., 2021), e que o polen fosse removido das anteras por visitas prévias.
Modelo dos simulacros das abelhas

Os simulacros de abelhas criados foram baseados nos tamanhos corporais dos quatro
principais géneros polinizadores da espécie na area de estudo (ver capitulo 1 com frequéncia de

visitas), incluindo o tamanho de seus pélos. As abelhas foram coletadas e tiveram seu tamanho
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corporal mensurado com auxilio do paquimetro MTX com graduacdo até 150 mm (Tabela 1).
Foram confeccionados quatro modelos: i) S-X (baseado no tamanho morfoldgico das espécies
de Xylocopa grisescens); ii) S-E (baseado no tamanho morfologico da espécie de Eulaema
bombiformis); iii) S-B (baseado no tamanho morfoldgico das espécies de Bombus) e iv) S-C
(baseado no tamanho morfolégico das espécies de Centris). Estes foram feitos em biscuit preto,
um material que permite a devida adeséo e facil visualizacdo do polen. Optamos pelo uso de
simulacros em vez das proprias abelhas, pois nosso objetivo era realizar uma grande quantidade
de repeticdes sem gque houvesse a necessidade de sacrificarmos um elevado nimero de insetos.
O corpo de cada um dos modelos de abelha foi dividido em 16 partes (Fig 3-B; adaptado de
Tong & Huang, 2018).

Tabela 1. Medidas do comprimento corporal das abelhas e tamanho dos simulacros.

Familia Espécie Variagdo no Tamanho do
comprimento simulacro (mm)
corporal (mm)

Apidae  Xylocopa grisescens (Lepeletier, 1841) 30a 37.87 35.7

Apidae  Eulaema bombiformis (Packard, 1869)  22.33 a 27.38 26.42

Apidae Bombus sp.1 (Swederus, 1787) 20a27.1 25.3

Apidae 16.2a218.11 17.65

Centris sp.2 (Fabricius, 1804)

Simulagdes de visitas

Para simularmos a vibracdo da abelha no momento da visita, utilizamos o meétodo
aperfeicoado por Amorim et al. (2017), onde foram utilizadas escovas de dente elétricas
(sonicador) com frequéncias que representam a faixa de vibracdo semelhantes a das abelhas
(172,7-324,1Hz) (Burkart et al., 2011). Para este estudo foi utilizada a escova de dente elétrica
Philips Sonycare. Para a realizacao deste experimento, confeccionamos uma base de madeira
com 50x12 cm e 5 cm de altura, tendo duas estruturas de metal posicionadas em cada
extremidade (15 cm de altura e 10 cm de base para apoiar o palito de madeira de 20 e 15 cm)
para a fixacdo das abelhas e das flores e ambas fixadas em uma haste de madeira. Para
simulacdo (Figura 2), a abelha foi posicionada na estrutura floral, de acordo com

comportamento de visitas previamente observados em campo, e a haste de suporte das flores



81

foi posteriormente vibrada. Foram feitas filmagens no angulo frontal para analisar (frame a
frame) o deslocamento horizontal e vertical do estigma em relacdo ao eixo floral. Os
experimentos foram realizados de agosto a novembro de 2021, totalizando 1432 simulacoes,

sendo quatro simulacdes por flor uma para cada modelo de simulacro.

15 cm

50 cm
Fig. 2 Simulador de visitas em laboratorio. (A) Hastes de suporte para abelha e flor; (B)
Sonicador tocando a haste de fixacdo da flor para transmitir a vibracdo; (C) Abelha em biscuit
posicionada na estrutura floral.

Locais de deposicéo e captacao de pélen

A investigacdo dos locais de deposicao e captacdo de pdlen foi realizada com base nas
simulacgdes de visitas em laboratdrio. Registramos a presenca e auséncia de contato do estigma
nas diferentes partes dos simulacros em duas condic@es: estigma estatico (verificado logo ap6s
0 posicionamento da abelha na flor) e durante a vibragdo (verificado a partir de observacéo
direta e das filmagens). Contudo, como n&o houve diferenga nas condigdes, por iSso
mantivemos as analises apenas na do estigma durante a vibracdo. Apds cada simulacéo, as
abelhas foram analisadas quanto a presenca e auséncia de pélen nas diferentes partes dos
simulacros (figura 3), gerando posteriormente heatmaps para otimizagédo da visualiza¢do dos

dados.
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Fig. 3 (A) Formato e tamanho dos diferentes simulacros em vista dorsal. (B) Vistas das faces
dorsal, ventral, e posterior do corpo do simulacro ilustrando as areas consideradas para

averiguacdo do contato do estigma e deposicao de pdlen (adaptado de Tong & Huang, 2018).
Morfometria floral

Para a morfometria, avaliamos as fotos das flores utilizadas nas simulagdes realizadas.
Os registros foram feitos com escala, distancia e posicionamento padronizados (frontal e
superior — Figura 1) para a mensuracdo da localizacdo das estruturas reprodutivas em relacao
ao eixo central da flor (em flores direitas e esquerdas). Realizamos as medi¢des em 358 flores
de S. aversiflora. Nelas, mensuramos o afastamento horizontal, vertical em relagdo ao centro
da flor e profundidade dos diferentes estames, da posi¢do estigma e da pétala curvada em
relacdo ao centro da flor (Figura 4). As trés medidas obtidas sdo relevantes ao ajuste
morfoldgico das flores no momento da deposicéo e captagdo de pdlen no corpo polinizador.
Tais medidas foram obtidas através do software ImageJ 5.0 (Soft Imaging System GmbH,

Munster, Germany).

Figura 4. Representagdo das marcagOes para morfometria das estruturas florais de Senna
aversiflora para mensuracdo da profundidade (A), afastamento horizontal e vertical (B). AA é
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a designacao para anteras de alimentacdo, AP para anteras de polinizacédo, E para estigma e P
para pétala curvada.

Analise dos dados

A fim de determinar quais as fontes que possuem maior varia¢ao no fenotipo das flores,
nos estimamos a particdo de variancia para cada um de seus componentes hierarquicos: variacao
entre individuos (n=36), variacdo entre morfos (n=2) e variacdo dentro de cada morfo (n=10).
A variacdo foi analisada para a posi¢do da pétala curvada, do estigma e para os dois conjuntos
de anteras (4 de alimentagédo e 3 de polinizacdo), separadamente, o que possibilitou analisar
também a variacdo intrafloral das anteras. Fizemos isso usando Modelos Lineares Mistos
(LMMs) para cada uma das medidas obtidas, a partir do qual testamos diferencas significativas
de cada nivel comparados com os modelos aninhados através da estimativa de maxima
verossimilhanga restrita. Essas analises foram realizadas com o pacote Ime4 (Bates et al., 2015).
Todas as analises deste estudo foram feitas utilizando software R (R Core Team, 2021). Por
incluirmos o morfo como varidvel preditora na analise anterior, tornou-se possivel verificar
também o quanto cada atributo morfoldgico difere entre os morfos de forma univariada. Para
isso, realizamos uma MANOVA, de modo que foram utilizadas as médias das medidas
morfoldgicas relacionadas as anteras a fim de obter uma Unica medida por flor (indicativo do
ponto central entre cada um dos tipos de anteras). As diferencas entre morfos foram visualizadas
através de uma PCA. Essas analises foram realizadas com o pacote vegan (Oksanen et al.,
2022) e factoextra (Kassambara & Mundt, 2020).

Realizamos diferentes abordagens a fim de determinar as diferengas entre os modelos
de abelhas em relacdo a deposicao de pdlen e contato do estigma. Considerando que em nosso
experimento esses eventos representaram uma varidvel binaria (0/1), tentamos a principio
ajustar modelos GLMM com distribuicdo binomial e quasibinomial. Neles, inserimos como
variaveis explicativas o morfo floral, a abelha, e a parte do corpo da abelha. Como variavel
resposta consideramos o sucesso ou insucesso de deposi¢do de polen/contato do estigma. Como
variaveis aleatorias, inserimos os individuos de onde foram provenientes as flores. Uma vez
que tais modelos foram super dispersos, optamos por comparar a frequéncia total de deposicéo
de pdlen/contato do estigma sobre as partes dos corpos das abelhas através de um GLM com
distribuicdo de erros de Poisson. Nele, inserimos como variaveis explicativas o morfo floral, a
abelha, e a parte do corpo da abelha e como variavel resposta a frequéncia total de polen/contato
do estigma em cada parte do corpo da abelha. Essas analises foram realizadas com o pacote
Ime4 (Bates et al., 2015).
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Também visualizamos a probabilidade de fluxo intra e intermorfo em cada parte do
corpo das abelhas através de uma estimativa calculada como F=(DP/N) - (CE/N). Onde F
representa a estimativa do fluxo, DP representa a frequéncia de deposicdo de pdlen em uma
dada parte do corpo da abelha, CE representa a frequéncia de contato do estigma nessa mesma
parte do corpo, e N representa 0 nimero de repeticdes do experimento.

Finalmente, determinamos como a varia¢do na morfologia floral afeta a efetividade de
polinizacdo. Como variavel explicativa, utilizamos os scores dos dois primeiros eixos da PCA
indicativo da morfologia floral. Como variavel resposta, utilizamos a somatoria dos valores de
estimativa de fluxo (valor F) das diferentes partes do corpo da abelha onde o estigma da flor foi
capaz de tocar, como indicativo da eficiéncia de polinizacdo. Uma vez que a presenca de
diferentes morfos assume a ocorréncia de relagdes complexas, optamos por testar o efeito entre
essas variaveis atraves de GAM, realizados separadamente para cada um dos modelos de

abelha. Essas analises foram realizadas com o pacote mgc (Wood, 2017).

RESULTADOS

Variagdo morfologica em flores de Senna aversiflora

As dimens0es das estruturas florais da espécie estudada variaram amplamente, tanto em
termos de distanciamento horizontal, quanto vertical e de profundidade (Figura 5. A-C),
resultando em uma marcada diferenga dos posicionamentos das estruturas reprodutivas entre 0s
morfos florais. A particdo dos componentes de variacdo em termos univariados indicou que entre
os caracteres florais mensurados, a distancia horizontal da pétala, antera de polinizagdo e
distanciamento vertical do estigma foram os que mais variaram entre morfos (Figura 5:D). Com
relacdo a variacdo interindividual, as medidas e estruturas que mais variaram foram o
distanciamento horizontal do estigma, posicao vertical da pétala e profundidade da pétala e do
estigma (Figura 5:D).

Ao serem considerados em termos multivariados, as dimensdes florais mensuradas
foram diferentes entre ambos os morfos (Wilks=0.139; F=177.68; p<0.0001), excetuando-se
apenas a profundidade do estigma (P=0.15) e da pétala curvada (P=0,41), bem como
distanciamento vertical do estigma (P=0,30) e da pétala curvada (P=0,99). Por sua vez, as
demais afericbes diferiram significativamente entre os morfos, com destaque para o
afastamento vertical, havendo variacdo entre morfos para todos os 6rgdos (Tabela 2). Essa
distingdo pbde ser claramente visualizada através da andlise de PCA, na qual foi possivel
retratar 42% da variagdo dos dados, sendo PCA1=20,9% e PCA2=19,3%. Os atributos mais
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correlacionados com a PCAL1 foram o posicionamento horizontal da pétala curvada (0.48) e a
antera de alimentagéo (-0.47; Tabela 2). Assim como a antera de polinizagdo (0.39), estigma
(0.41) e pétala curvada (0.51) em relacao a profundidade, na correlacdo com a PCA2 (Tabela
2). Bem como, o posicionamento vertical da pétala, a segunda com maior correlagdo em PC2,
com 0.47. As medidas de profundidade demonstraram maior correlagdo com PCA2 (Fig. 5- E).
Embora seja possivel observar uma separacdo visual na posicdo das estruturas florais

entre os morfos, ha um conjunto de flores que ocupam o mesmo morfoespaco em relacdo aos

posicionamentos das suas estruturas, demonstrando uma certa sobreposicao entre 0os morfos.
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Fig. 5. Variagdo morfolégica em flores de Senna aversiflora. (A) No grafico de dispersdo os
pontos demonstram o posicionamento das estruturas florais com base nas medidas de
distanciamento horizontal e vertical; (B-C) Gréaficos de dispersdo tridimensional das trés
medidas (horizontal, vertical e profundidade) mensuradas nas estruturas florais (Anteras de
alimentacdo, antera de polinizacdo, estigma e pétala); (D) Componentes da variacao
morfoldgicas estimados através de Modelos Lineares Mistos (LMM); (E) Gréafico da anélise
de componente principal (PCA) demonstrando as contribuicdes das variaveis de acordo com as
dimensdes florais dos morfos direito e esquerdo ao longo dos dois eixos 1 e 2.

Tabela 2: Resultados da Mensuracéo horizontal, vertical e profundidade das partes florais. S&o
indicados a Média + desvio padréo (sd) dos morfos, bem como os valores de correlagdo com 0s
dois primeiros eixos da PCA, e os resultados obtidos na MANOVA.

Correlacéo
Média + coni?)rc?nga tes Diferenca entre os morfos
Orientacéo Parte floral B .
¢ sd Médiatsd  principais da (MANOVA)
PCA
PC1 PC2 F P
Horizontal Antera de
Alimentacio 063£139 007145 a4 002 2179 <0.0001 **

Antera de Polinizagéo 6.75+2.77  -7.26x4.26  -0.47 0.08 1376.30  <0.0001

Estigma 0.0146.98  2.40+6.24  0.15 0.03 11.66 <0.0001
Pétala -4.55+6.81 5.64+4.73 0.48 -0.09 267.50 <0.0001
Vel ﬁmﬁrei;zao 002¢149 016135 444 015 13114  <0.0001
Antera de Polinizacdo  -0.70+2.04  -0.23+2.07 0.11 -0.26 4.52 0.03
Estigma 8.73+7.92  7.9246.63 -0.06 -0.25 1.08 0.30
Pétala 12.28+3.89 12.27+4.19  0.07 0.47 0.00 0.99

Profundidade  Antera de
Alimentacio 986£150  978£181 44 015 @652 <0.0001

Antera de Polinizagdo  10.58+2.17  9.80+2.09 -0.04 0.39 11.97 <0.0001
Estigma 10.93+6.44 11.83#5.19 0.11 0.41 2.08 0.15
Pétala 21.69+4.38 21.30+4.50 0.06 0.51 0.67 0.41

*kk

*Kkk

*k*k

*kk

*kx

*kk

Dinamica de deposic¢ao e captacéo de polen

A frequéncia de deposi¢éo de polen foi influenciada pelo morfo floral, pela espécie de
abelha e pelo local de deposi¢do em seus corpos. Tambeém detectamos efeitos de interacdo entre
os fatores, que demonstram que a frequéncia de deposicdo de pdlen difere entre os locais dos
corpos das abelhas em funcdo da espécie de abelha, e que essa relacéo € influenciada também

pelo morfo floral (Tabela 3).
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Tais diferencas ficaram evidentes a partir da inspecao visual dos heatmaps que retratam
os locais de deposicdo de polen (Figura 6: A). Neles, considerando a parte dorsal das abelhas,
verificamos que nas flores do morfo esquerdo os gréos de pélen ficavam aderidos em maiores
frequéncias no lado direito do térax e na cabeca, principalmente para S-X e S-E (sendo o inverso
para flores direitas; Figura 6: A). A deposicdo na parte ventral do térax e abdémen se apresentou
de forma bastante semelhante e com alta frequéncia de deposicdo para todas os modelos de
abelhas, o que se deve provavelmente a deposicao de polen diretamente a partir das anteras de
alimentacdo. Ja a deposicao de polen na parte ventral do abdémen apresentou maior frequéncia
no morfo esquerdo, principalmente no modelo S-X. Quanto as espécies de abelhas, os modelos
de abelhas maiores, S-X e S-E, apresentaram maior similaridade no padrdo de deposicdo de
p6len em ambos os morfos, tanto na parte dorsal quanto na parte ventral do corpo. Os dois
modelos de abelhas menores, S-B e S-C, apresentaram maiores similaridades entre elas. A
deposicéo de polen na cabeca ocorreu de forma semelhante entre os quatro modelos de abelhas
(Figura 6: A).

Ja em relacdo ao contato com o estigma (Figura 6:B), 0s experimentos revelaram que
houve diferenca significativa na frequéncia desse evento em relacao a espécie de abelha e local
do corpo. Contudo, o morfo floral ndo tem um efeito sobre o contato com o estigma, ou seja,
0s estigmas de ambos os morfos tocam em uma frequéncia similar no corpo das abelhas. De
fato, o morfo floral teve um efeito apenas na frequéncia de contato com o estigma em fungao
da parte do corpo da abelha, como indicado pelo efeito significativo de interacdo entre essas
variaveis. Detectamos ainda uma interacao significativa que indica que a frequéncia de contato
do estigma difere entre os locais do corpo em fungdo das espécies de abelhas (Tabela 3).

Um padrdo inverso ao de deposicdo de polen, considerando o mesmo morfo, foi
encontrado para o0 contato com os estigmas. Em relacdo a espécie de abelha, houve maior
frequéncia de contato do estigma em S-X e S-E do que em S-B e S-C. Ao analisar se o tipo de
abelha influenciava no local de contato do estigma no corpo da abelha, verificamos que em S-
B e S-C ha maior contato do estigma na lateral direita (em flores direitas) ou esquerda (em
flores esquerdas) do abdémen. Ja em S-X e S-E h& maior contato do estigma na parte dorsal
posterior direita (em flores direitas) ou esquerda (em flores esquerdas) do térax. O toque do
estigma na parte ventral ocorreu de forma similar para os modelos, mas tendo um maior contato
do lado direito para flores do morfo D e o inverso para 0 morfo oposto, apresentando uma maior
frequéncia para S-X e S-E (Figura 6:B).
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Fig. 6 Heatmaps mostrando os hotspots na frequéncia de deposicdo de pdlen (A) e contato do

estigma (B) das flores de Senna aversiflora (Fabaceae) sobre os diferentes simulacros de
abelhas polinizadoras.

88



89

Tabela 3: Efeitos do morfo floral (M), da espécie (EA) e da parte do corpo da abelha (PA)
sobre a frequéncia de deposicéo de pdlen e contato do estigma de Senna aversiflora (Fabaceae),
determinados a partir de Modelos Lineares Generalizados com distribuicéo de erros de Poisson
(Df: grau de liberdade; Deviance: regressdo; Resid. Df: graus de liberdade residuais; Resid. Dev:
regressdo residual; p: significancia).

Df Deviance Restd: Resid. Dev p
Variavel Df
Deposicédo de pdlen M 1 12.6 126 5205.2 0.0003 faleiel
EA 3 67.4 123 5137.8 <0.00001 ***
PA 15 4753.4 108 384.4 <0.00001  ***
M: EA 3 7 105 377.4 0.071
M: PA 15 127.3 90 250 <0.00001 ***
EA: PA 45 182.4 45 67.7 <0.00001 ***
M: EA: PA 45 67.7 0 0 0.016 *
Contato do estigma M 1 0.07 126 1352.02 0.79
EA 3 26.73 123 1325.29 <0.00001 ***
PA 15 778.76 108 546.53 <0.00001 ***
M: EA 3 0.36 105 546.17 0.94
M: PA 15 420.49 90 125.68 <0.00001 ***
EA: PA 45 73.12 45 52.56 0.005 e
M: EA: PA 45 52.56 0 0 0.20

As estimativas da probabilidade da ocorréncia do fluxo de pdlen intra e intermorfo nos
quatro modelos de abelhas indicam que esse fluxo varia amplamente entre os géneros de abelhas
(Figura 7). De modo geral, os modelos S-C e S-B possuem baixa probabilidade de fluxo intra
e intermorfo (Figura 7). Existe uma maior possibilidade de ocorréncia de fluxo intermorfo do
que intramorfo nos modelos S-E e S-X (Figura 7). No entanto, Xylocopa é o modelo que tem
maiores chances de promover fluxo de pdlen intermorfo, principalmente na frontal do torax,

direito ou esquerdo, dependendo do morfo considerado.
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Efeito da variacdo morfolégica na eficiéncia de deposicéo e captacao

Ao mensurar o efeito da morfologia floral sobre a eficiéncia de polinizacdo nas
diferentes espécies, verificamos que tal relacdo se deu de forma diferente para cada abelha. Nos
modelos de S-B e S-E ndo houve qualquer efeito da morfologia floral sobre a eficiéncia de
polinizacdo (Tabela 4). J& para as abelhas S-X e S-C essa relacdo foi estatisticamente
significativa (Tabela 4), embora apenas em relacdo ao PCl e cada uma das abelhas
estabelecendo um tipo de relacédo diferente (Tabela 4).

Em Centris detectamos uma relacdo direta e positiva entre o indice de efetividade e PC1
(Fig 8:A), j& em Xylocopa, detectamos uma relacdo quadratica negativa entre o indice de
efetividade e PC1 (Fig 8: B). Isso sugere que Xylocopa é mais eficiente em flores que,
independentemente de pertencerem ao morfo esquerdo ou direito, possuem estruturas
reprodutivas em posicdes intermediarias no centro da flor (ver intersecdo entre os morfos na
figura Fig 5: E). Em ambos os casos, a auséncia de uma relacdo significativa com PC2 sugere
que a profundidade de pétalas e estruturas reprodutivas ndo deve influenciar na efetividade da

polinizacao.
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Fig. 8 Cenérios demonstrando o efeito da morfologia floral em flores de Senna aversiflora em
relacdo ao indice de efetividade nas abelhas Centris (A) e Xylocopa (B). A linha de regressao
linear esta expressa em tom de vermelho.

Tabela 4: Verificacdo da significancia do efeito da morfologia floral em flores de Senna
aversiflora em relacdo ao indice de efetividade nos quatro modelos de abelhas, para os dois
primeiros Componentes Principais da PCA. (F: estimativa do fluxo; p: significancia).

B e F :

Bombus s(PC1) 1.677 0.15
s(PC2) 0.359 0.54

Centris s(PC1) 3.223 0.03 *
s(PC2) 1.846 0.17

Eulaema s(PC1) 0.95 0.33
s(PC2) 0.052 0.81

Xylocopa s(PC1) 3.046 0.02 *
s(PC2) 1.779 0.18
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DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram uma significativa e ampla variagédo no posicionamento
das estruturas florais em ambos os morfos, embora grande parte dessa variagdo também pode
ser atribuida as diferencas intra e interindividuais, e no caso das anteras até mesmo intrafloral.
Adicionalmente, identificamos a presenca de flores com posicionamento intermediario nas
estruturas reprodutivas. Concomitantemente, nossos experimentos mostraram que os locais de
deposicao de pdlen nas abelhas sdo determinados pelo morfo floral, espécie de abelha e local
do corpo, com a deposi¢do ocorrendo principalmente na porcdo do térax e cabeca. Ja o contato
do estigma é afetado pela espécie de abelha e local do corpo, mas surpreendentemente ha pouca
influéncia do morfo floral. Nossos dados sugerem um maior fluxo de p6len intermorfo do que
intramorfo. Por fim, vimos que em conjunto, a morfologia floral pode afetar a eficiéncia de
diferentes abelhas, mas isso s6 ocorreu em S-X e S-C com respostas diferentes. Abaixo

discutimos essas variacdes e possiveis influéncias nas interacdes com as abelhas.

Variacdo morfologica em flores de Senna aversiflora

Nossos resultados retratam que os caracteres morfologicos, se mostraram tipicos para o

género Senna (Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger, 1988; Owens & Lewis, 1989; Endress,
1994; Marazzi et al., 2006; 2007; Marazzi et al., 2008; Almeida et al., 2013a, b; Braga et al.,
2022). Mas, a ampla variagao presente nas flores, promoveu diferencas entre os morfos, entre
individuos e dentro da flor, principalmente em relacéo ao posicionamento horizontal e vertical.
Entre os morfos a variagdo ocorreu no posicionamento da pétala, estigma e antera de
polinizacdo. A grande variacgdo intrafloral em comparacdo aos demais niveis (intraindividual,
interindividual) nas anteras de alimentacdo, pode ser explicada pelo fato destas terem um
posicionamento bastante conservado nas flores, mantendo sempre a mesma distancia entre si.
Este parece ser um padrdo que encontramos, sendo este coerente com o que € esperado para a
enantiostilia (Almeida et al., 2013b). J& a variacdo intraindividual foi baixa em relacdo a
interindividual, isso pode ter ocorrido devido a sobreposi¢cdo dos morfos em alguns individuos.
De modo geral a enantiostilia é caracterizada pela ocorréncia dos morfos direito e
esquerdo (Barrett 2002; Jesson & Barrett 2002; Jesson et al., 2002; Laporta, 2005; Minnar &
Anderson, 2021). Entretanto, a espécie estudada apresentou ampla variagdo morfolédgica entre
as flores, com o posicionamento das estruturas florais ocorrendo de forma intermediaria,o que
gera sobreposicao entre os grupos florais, ainda que ambos se sustentem. Estudos ja abordaram
a ocorréncia de casos atipicos relacionados a enantiostilia em Cassiinae (p.ex. em Chamaecrista

flexuosa, Almeida et al., 2013b), relatando a ocorréncia de um terceiro morfo (central) e de
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posicionamento horizontal intermediario do gineceu (Braga et al., 2022) como em Senna
aversiflora. Esses tipos florais sdo relacionados as suas morfofuncionalidades (morfo esquerdo,
direito e central) podendo dessa forma ampliar a area de captacdo no corpo dos polinizadores e

reduzir a competicao dos estigmas por polen (Almeida et al., 2013b; Braga et al., 2022).

Dinamica de deposicao e captacdo de polen

E comum ter diferentes abelhas sendo polinizadoras em flores que apresentam sistema
enantiostilico (Carvalho & Oliveira, 2003; Nascimento & Del-Claro, 2007; Oliveira-Reboucas
& Gimenes, 2011; Almeida et al., 2013b; Morais et al., 2020). Neste sentido, nossos dados
mostraram que a transferéncia de pdlen ocorreu de forma diferente entre as abelhas e as partes
dos seus corpos, e que os locais de deposi¢do de pdlen sdo mais afetados pelo morfo do que os
locais de contato com o estigma. Tais observagdes corroboram estudos que avaliam a dindmica
da deposicao e captacdo de polen (Kawai & Kudo, 2009; Vallejo-Marin et al., 2009; Almeida
et al., 2013a,b; 2015b; Solis-Montero & Vallejo-Marin, 2017), que mostram a diversidade de
locais nos quais pode a presenca de pélen, o que foi possivel registrar em S. aversiflora, e
também a deposicao polinica de i) forma direta nas partes ventrais das abelhas, por meio da
vibracdo nas anteras de alimentacdo, e ii) indireta com auxilio da pétala curvada nas regido
dorsais, sendo esta funcionalmente uma extensédo das anteras de polinizagdo. A deposicao
indireta é conhecida como polinizag&o por “looping” (Almeida et al., 2013b) ou por "ricochete"
(Westerkamp, 2004). Em sua maioria, o local onde ocorre a maior probabilidade de ocorrer
deposicéo polinica corresponde ao local esperado do contato com o estigma (Armbruster et al.,
2014; Almeida & Castro, 2019).

Espécies de polinizadores de uma mesma planta podem apresentar diferentes
capacidades de depositar e captar pélen (Armbruster et al., 2005; Benitez-Vieyra et al., 2006;
Gervasi & Schiestl, 2017). Nossos dados demonstram que esse padréo se sustenta, assim como
em outros trabalhos desenvolvidos em espécies da tribo Cassiinae (Almeida et al., 2015;
Amorim et al, 2017; Almeida et al., 2018), nos quais as abelhas de médio e grande porte atuam
como polinizadores mais efetivos em comparacdo as abelhas menores, devido aos seus
componentes aumentando a qualidade e quantidade de polen depositados durante as visitas
(Waser & Price, 1983; Herrera, 2001; Mayfield et al., 2001; Almeida et al., 2013b). Como
consequéncia, diferentes abelhas podem gerar pressdes de selecdo diferentes (Benitez-Vieyra
et al., 2006; Gervasi & Schiestl, 2017).

A ocorréncia de maior fluxo intermorfo do que intramorfo eleva as taxas de xenogamia

e reduz asde geitonogamia (Barrett, 2002; Almeida et al., 2013a). Esse fato pode ser observado
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em estudos que avaliam o fluxo polinico em sistemas enantiostilicos (Westerkamp, 2004;
Almeida et al., 2015; 2018), corroborando com achados semelhantes obtidos no presente
estudo. Dessa forma, apesar de a ampla variacdo morfologica encontrada na espécie, o sistema
enantiostilico parece manter a dindmica de favorecimento das taxas de xenogamia, devido aos
diferentes grupos de abelhas que sdo polinizadoras efetivas, possibilitando mais alternativas e
assim maior sucesso reprodutivo (Schaefer et al., 2004; Laporta, 2005; Schiestl & Johnson,
2013; Almeida et al., 2018; Morais et al., 2020). Uma vez que em Senna temos abelhas
polinizadoras com ampla variacdo morfoldgica, algumas mais efetivas que outras, espera-se
que estas tenham contribuicdes de diferentes intensidades na mediacdo da selecdo do fendtipo
floral (Mayfield et al., 2001; Jesson & Barrett, 2003). Em nosso caso, é possivel que espécies
de Xylocopa sejam a principal pressao de selecao.

A diversidade relacionada as caracteristicas morfologicas entre os visitantes florais
remetem a diferentes modos de interacdo com as flores que visitam, por sua vez, influenciando
na deposicdo de polen em diferentes locais e principalmente nos modos que ocorrem o contato
do estigma no corpo do polinizador (Gong; Huang, 2014; Harder et al., 2021). Esses modos de
interacdo especificos resultam em uma selecdo criteriosa do fenotipo floral, uma vez que esses
visitantes com caracteristicas especificas desempenham um papel mais eficiente na troca e
transporte de polen (Jong; Klinkhamer, 2005; Koch; Lunau; Wester, 2017). Nesse contexto,
abelhas do género Xylocopa, cujas caracteristicas morfoldgicas se ajustam mais estreitamente
com as estruturas florais de S. aversiflora, emergem como o principal fator seletivo para o
morfotipo floral (Marcelo et al., 2021; Minnar; Anderson, 2021). Essa dindmica também pode
desempenhar implicagdes significativas no que concerne a eficacia do fluxo polinico intra e
interespecifico. Assim, essas relagcdes complexas e ainda atrelado a morfologia da heteranteria
observada nas flores, permite uma variacdo de deposi¢cdo de polen, podendo o estigma captar
em areas da parte dorsal, como ventral do corpo da abelha. Como podemos observar na
inspecdo visual dos heatmaps, que durante as simula¢Ges ocorreram uma ampla frequéncia de
toques na parte ventral, pélen depositado em maior parte pela anteras menores de forma direta

no momento da visita do polinizador (Gong; Huang, 2014; Koch; Lunau; Wester, 2017).

Efeito da variacdo morfologica na eficiéncia de deposi¢ao e captacéo de pdlen

Os nossos resultados mostraram efeito significativo ao pcl, enquanto o pc2 esta mais
relacionado a profundidade, e ao que parece essa profundidade ndo tem um papel tdo forte.
Possivelmente pelo fato da morfologia e curvatura do gineceu, pois, devido a variacdo

morfoldgica desta estrutura, ela pode possibilitar diferentes niveis de amplitude na captacao de
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polen, independentemente de sua profundidade na flor. Da mesma forma, observamos a
independéncia da profundidade ocorre em relagcdo a pétala curvada, pois o pdlen é ejetado e
independente da profundidade, se for mantida a concavidade, ocorre o redirecionamento do
polen para o corpo do polinizador (Westerkamp, 2004; Wolowski & Freitas, 2010; Almeida et
al., 2013a, b). As variacOes na posi¢do horizontal das estruturas reprodutivas sao importantes,
inclusive para a definicdo da enantiostilia, sendo assim esperado para sistemas de flores
enantiostilicas (Marazzi & Endress, 2008; Amorim et al., 2017). Neste caso, em nosso estudo
esse tipo de posicionamento apresentou ampla variacdo nos morfos, quando avaliamos o
estigma. Este resultado é similar ao observado em S. rugosa (Braga et al., 2022). Sendo assim,
os diferentes morfotipos de abelhas juntamente com essas variages nas flores podem gerar
maior eficiéncia na captacdo de polen, nestas espécies A variacdo morfologica floral pode estar
sujeita a selecdo pelos polinizadores, podendo a influéncia desse fator estar relacionada aos
padrdes de forrageamento, comportamento e tamanho dos visitantes (Nattero et al., 2010;
Vallejo et al., 2014; Mesquita-Neto et al., 2021; Naghiloo et al., 2021), acarretando efeitos
positivos nas taxas de sucesso reprodutivo (Harder & Barrett, 1995; Mitchell et al., 2004).
Assim, polinizadores diferentes podem gerar divergéncias drasticas e respostas adaptativas em
menor escala temporal (Gervasi & Schiestl, 2017). No que concerne a sinalizacao floral e o
tamanho do display, estes por serem preferenciais aos polinizadores, sdo uma ferramenta
essencial das plantas, favorecendo a variagdo morfoldgica encontrada na espécie (Gervasi &
Schiestl, 2017). Com isso, a variagdo no posicionamento dos caracteres florais pode promover
contato e intensificar o ajuste corporal com os verticilos florais, permitindo que as visitas de
diferentes abelhas com tamanho corporal distinto possibilitem diferentes modos de contato com
0 estigma e as anteras, gerando mais locais de deposi¢do e captagdo (Solis-Montero; Vallejo-
Marin, 2017; Armbruster et al., 1989).

Dessa maneira, 0 movimento desempenhado pelos visitantes florais no momento da
visita, além de desencadear um processo benéfico de fluxo polinico para as flores, pode também
reduzir a quantidade de pdlen disponivel para ser retirado pelo estigma, através de um
movimento de limpeza realizado por estes animais conhecido como “grooming”, por sua vez,
é uma atividade essencial para orientacdo das abelhas, mas trazendo consequéncias
significativas para a distribuicdo de polen no corpo do polinizador e eficiéncia no fluxo polinico
(Gong; Huang, 2014; Koch; Lunau; Wester, 2017). Nesse sentido, quando as abelhas vibram
as flores, seus corpos ficam cobertos por grdos de polen, sendo depositados nas estruturas

pilosas de seus corpos (p. ex. cerdas, pélos das patas,ventre e dorso; Thorp, 2000; Raine;
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Chittka, 2007). Esse tipo de movimento contribui para a dispersao de pélen em diferentes partes
do corpo da abelha, perdendo mais pdlen em regiGes que estdo em contato maior com a
abordagem da abelha na flor no momento da visita, como a regido ventral, que pode perder
polen mais facilmente pelo grooming ou mesmo pelo movimento de engate a flor,
diferentemente da regido dorsal que apesar dos movimentos de limpeza, sdo areas que
conseguem manter mais grao de polen, devido a uma reducdo do alcance de limpeza (as patas
durante o grooming dificilmente acessa todo o dorso). No entanto, em flores enantiostilicas
devido a assimetria de flores desse morfotipo, a captacdo de pdlen pelo estigma pode resultar
em uma variacdo de eficiéncia na captacdo, dependendo do morfo floral, bem como o
posicionamento da abelha no momento da visita (Vallejo-Marin et al., 2018; Tong; Huang,
2018).

O grooming realizado pelas abelhas durante a coleta de pélen pode ser um fator critico
na polinizagdo, afetando diretamente o pélen distribuido em seus corpos e por consequéncia o
sucesso reprodutivo das flores (Koch; Lunau; Wester, 2017; Tong; Huang, 2018). Essa
interacdo complexa é um reflexo coevolutivo desses organismos, onde as caracteristicas
morfoldgicas das flores, a capacidade de vibracdo das abelhas e suas respectivas atividades de
grooming evoluiram em conformidade para otimizacdo tanto do sucesso reprodutivo dessas
plantas como obtencdo de recursos no momento do forrageamento (Westerkamp, 1996;
Vallejo-Marin et al., 2018). Assim como, o tamanho corporal desses polinizadores, que em
nosso estudo mostrou gque abelhas grandes como o modelo S-X além de apresentar uma maior
deposicdo e captacdo de polen, apresentam maior efetividade, sendo a espécie que
desempenhou mais visitas e assim demonstrando maiores chances de ocorrer fluxo intermorfo,
podendo propiciar pressdo seletiva na espécie que mesmo as abelhas de tamanho médio, onde

possuem probabilidade de fluxo de pdlen (seja legitimo ou ilegitimo - figura 7) quase nula.

Em S. aversiflora, assim como em outras espécies da subtribo Cassiinae (Almeida et
al., 2015; 2018; Braga et al., 2022) é notavel uma mudanca no padrdo de posicionamento das
suas estruturas, pela variagdo encontrada no arranjo floral. Em S. aversiflora, essas diferentes
variagdes no posicionamento de seu gineceu e sobreposicdo das estruturas entre os morfos,
demonstram que outros arranjos sdo possiveis dentro desse sistema enantiostilico. Mas ainda
conservando a orientacdo da deflexdo do gineceu em flores dos morfos direito e esquerdo
(Marazzi & Endress, 2008; Amorim et al., 2017; Almeida et al., 2015; 2018; Almeida & Castro,
2019). Alem disso, especies da subtribo Cassiinae recebem visitas de abelhas diferentes, as

quais podem estar gerando distintas pressfes nas flores. Na espécie estudada este fato parece
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favorecer para que se tenha uma enantiostilia muito mais complexa do que aquela ja abordada
em espécies de outras familias.
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Material suplementar Capitulo 2

Tabela 5: Resultados dos modelos lineares mistos (LMMs), referentes a mensurac¢ao horizontal,
vertical e profundidade das estruturas florais em relacdo a componente da variagdo em uma
verificacdo univariada. IEI: interindividual; IM: intermorfo; IAl: intraindividual; IF: intrafloral.

Componente
Orientacao Estrutura floral da variagéo Chisq Df p
Horizontal Antera de Polinizacdo IEI 55.011 35 0.01 *
IM 1055.3 1 <0.00001  ***
IAl 9.7618 9 0.37

IF 2.9019 2 0.23
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57.3
14.175
140.84
71.58
238.21
30.003
52.336
101.5
4727
289.21
78.609
4.8999
2211
402.62
71.58
238.21
165.21
77.74
0.01

77.153
114.58
7.299
2707.6
89.91
18.751
14.922
400.75
77.051
3.8915
15.756
88.84

105

0.01
0.0001
<0.00001
0.0002
<0.00001
0.0004
0.02
<0.00001
0.85
<0.00001
<0.00001
0.02
0.008
<0.00001
0.0002
<0.00001
<0.00001
<0.00001
0.92
1
<0.00001
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IM 0.6293 1 0.42
1Al 0 9 <0.00001

Antera de alimentacao na orientacdo horizontal ndo apresentou diferenga do modelo nulo.
Piloto das simulagdes

A priori, realizamos um piloto com a metodologia, para verificar a ocorréncia de
esgotamento do polen ou modificacdo no padrdo de polen depositado (figura 1). Realizamos
simulagfes com sonicacao artificial com 100 flores. Sendo o piloto realizado com 0 mesmo
modelo de abelha por flor (40 flores, sendo 10 por modelo de abelha), até o esgotamento floral.
A segunda parte do piloto foi realizada com os quatro modelos de abelha de forma alternada,
também até o esgotamento (40 flores simuladas). Este esgotamento ocorreu na nona simulagéo
com a mesma flor, o qual nos permitiu seguranca em quatro simulagdes por flor sem perder o
padrdo em similaridade na quantidade de polen depositado. Posteriormente, realizamos

simulacdes em 20 flores, com os modelos de abelhas, sendo quatro simulagdes por flor.

Figura 1. Simulacros demonstrando deposicao de polen em diferentes flores de morfo direito
e esquerdo durante a simulacéo piloto: (A) primeira simulacéo; (B) quinta simulacao; (C) sexta
simulacéo; (D) sétima simulacao.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados nesta dissertagdo demonstram a importancia da realizacao
destes estudos, pois corroboram com a atualizacdo das informagOes acerca das interacOes e
processos ocorrentes em espécies enantiostilicas da subtribo Cassiinae, a partir de estratégias
reprodutivas desenvolvidas por Senna. Em nossos achados, registramos a ocorréncia de ampla
variacdo morfoldgica nas flores de Senna aversiflora. Nossos resultados sugerem padrées de
deposicdo e captacdo de pdlen similares em alguns pontos dos corpos das abelhas, pela
ocorréncia de deposi¢cdo do polen em pontos correspondentes ao contato do estigma, podendo

melhorar a precisdo do fluxo polinico. No entanto, nossos dados mostram que a morfologia
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floral pode afetar a eficiéncia de diferentes abelhas, conforme demonstrado para Xylocopa e
Centris.

Dentre nossas abordagens, confirmamos a ocorréncia das diferencas entre morfos, 0s
quais apresentam reciprocidade na transferéncia polinica, mas demonstrando um grupo desses
morfos que apresentam o posicionamento de suas caracteristicas com sobreposicdo, porém se
sustentando como grupos distintos (flores de morfo esquerdo e direito). Os resultados obtidos
referentes aos visitantes florais, evidenciam que a espécie apresenta uma guilda variada de
abelhas visitantes, mas s6 atuaram como polinizadoras as que apresentaram um limiar de
tamanho minimo e comportamento adequado. O que demonstrou uma similaridade com outros
estudos com Cassiinae.

Nossos resultados sugerem que em Senna aversiflora 0 modelo estabelecido para
espécies com enantiostilia apresenta algumas variagdes no que concerne ao posicionamento das
estruturas, principalmente o gineceu, fato este também ja verificado em outras espécies do
género. Bem como, as flores apresentaram associa¢do positiva em relacdo ao tamanho e
disponibilidade do recurso. Mas, 0s visitantes mostraram preferéncias entre diferentes
tamanhos de corola, principalmente por flores menores. Assim, nosso trabalho auxilia no
preenchimento de algumas lacunas existentes em relacdo a correspondéncia de tamanho da

corola em flores enantiostilicas relacionando a quantidade de recursos disponiveis.

PERIODICOS

Artigo 1: Honestidade ignorada em Senna aversiflora (Fabaceae): apesar da relacdo entre
tamanho floral e recompensa de polen, abelhas preferem flores menores

Manuscrito a ser submetido ao periodico ANNALS OF BOTANY
Qualis: Al
Fator de Impacto: 5.040

Link de acesso as normas:

https://academic.oup.com/aob/pages/General Instructions
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Artigo 2: Interagdo entre variagdo morfoldgica floral e diferentes polinizadores afeta a
transferéncia de polen promovendo relaxamento da enantiostilia: um experimento com
simulacros de abelhas

Manuscrito a ser submetido ao periédico NEW PHYTOLOGIST

Qualis: Al

Fator de Impacto: 10.323

Link de acesso as normas:

https://nph.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/14698137/about/author-quidelines
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