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Resumo

O presente estudo investigou a interacdo entre abelhas oligoléticas, que coletam pdlen em
plantas de um mesmo género ou familia, e suas plantas hospedeiras, destacando aspectos
adaptativos da ecologia cognitiva e da polinizagdo. Abelhas oligoléticas Chelostoma
rapunculi apresentam adaptacdes neuroldgicas visuais e olfativas que controlam a atragio e
preferéncia inata pelos sinais florais da planta hospedeira Campanula trachelium. Baseada
nessas adaptacdes Ch. rapunculi é capaz de reconhecer flores de Ca. trachelium,
caracterizadas por sinais visuais repetitivos na natureza, i.e. cor UV-azul, mas, a0 mesmo
tempo, por sinais olfativos altamente especificos, as espiroacetais. Esses voldteis florais raros
sd0 os unicos capazes de atrair abelhas inexperientes de Ch. rapunculi e sio,
consequentemente, a chave para o reconhecimento inato da planta hospedeira Ca. trachelium.
Isso indica que, pelo menos nessa espécie, a oligoletia deve ser controlada por limitagdes
neuroldgicas, geneticamente determinadas. Na interacdo entre a abelha oligolética Ceblurgus
longipalpis e a planta hospedeira Cordia leucocephala, foi evidenciada uma dependéncia
mutua, onde a planta distilica depende da abelha como unico polinizador e a abelha depende
da planta como fonte exclusiva de pdlen (monoletia). Nessa associacdo, adaptacdes
morfoldgicas em ambos os parceiros foram evidenciadas. A abelha Ce. Longipalpis
desenvolveu pegas bucais alongadas e pilosas incomuns entre abelhas de linguas curtas para
explorar o polen escondido de flores longistilas de Co. leucocephala e o néctar na base do

tubo floral estreito, ambos inacessiveis para outros visitantes florais.

Palavras-chave: Abelhas oligoléticas, adaptacdes, Campanula, Chelostoma, Ceblurgus,
Cordia, cogni¢do, comportamento de forrageio, plantas hospedeiras, polinizacdo, sinais

visuais e olfativos.



Abstract

We investigated the association between oligolectic bees, which collect pollen from plants of
a given genus or family, and their host plants, emphasizing evolutionary aspects of the
cognitive and pollination ecology. Oligolectic Chelostoma rapunculi bees are provided by
neurological adaptations (visual and olfactory) that control the innate attraction and
preference for floral cues of the host plant Campanula trachelium. Based on these
adaptations, Ch. rapunculi are able to recognise flowers of Ca. trachelium, which are
characterised, on the one hand, by visual cues redundant in the nature, i.e. bee UV-blue
colour, but, on the second hand, by highly specific olfactory cues, the spiroacetals. These rare
floral volatiles are the only attracting foraging-naive bees of Ch. rapunculi and, thus, are the
key for innate host-recognition of Ca. trachelium. This indicates that oligolecty, at least in
Ch rapunculi, is controlled by neurological constraints, genetically based. In the association
between oligoleges of Ceblurgus longipalpis and host plants of Cordia leucocephala, we
found a mutual reproductive dependence, where the distilyc plant depend on this bee to be
pollinated and the bee depend on the plant as exclusive pollen source (monolecty).
Morphological adaptations were registered in both partners: the bee evolved prolonged
mouthparts rare among short-tongued bees that enable them to access the hidden pollen from
flowers with short-level anthers and nectar at the base of the flower tube, inaccessible for

other unspecialised flower visitors.

Key-words: adaptations, Campanula, Chelostoma, Ceblurgus, Cordia, cognition, foraging

behaviour, host plants, pollination, visual and olfactory cues.
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Apresentacao

O presente estudo € resultado de quatro anos e meio de doutorado, cujo trabalho de
campo foi desenvolvido parte no Brasil (Pedra, Pernambuco) e parte na Alemanha (Ulm e
Bayreuth). Durante esse periodo, foram pesquisados aspectos da ecologia cognitiva e da
polinizagdo em sistemas de polinizacdo especializados entre abelhas oligoléticas e suas
plantas hospedeiras.

A tese de doutorado esta dividida em seis capitulos. O primeiro deles, a fundamentacio
tedrica, abrange o atual conhecimento cientifico envolvendo a ecologia cognitiva e da
polinizacdo na associacdo entre abelhas oligoléticas e plantas hospedeiras, bem como as
problemdticas a serem investigadas. Os capitulos 2, 3, 4 e 5 foram elaborados em forma de
artigo a serem enviados a periddicos cientificos internacionais. As citagdes e referé€ncias
bibliograficas seguem as normas das revistas as quais cada artigo serd submetido.

O segundo capitulo, “Atragdo inata da abelha oligolética Chelostoma rapunculi por
sinal visual e olfativo de sua planta hospedeira Campanula trachelium”, teve por objetivo
verificar a atracdo de abelhas recém-emergidas e experientes de Ch. rapunculi por sinais
florais (visual e olfativo) de sua planta hospedeira Ca. trachelium. O artigo serd submetido a
revista Arthropod-Plant Interactions.

O terceiro capitulo, “Reconhecimento inato de plantas hospedeiras por uma abelha
oligolética” teve por objetivo verificar se existe uma preferéncia de abelhas recém-emergidas
de Ch. rapunculi por sinais florais (visual e olfativo) da planta hospedeira Ca. trachelium. O
artigo serd submetido a revista Biological Journal of the Linnean Society.

No quarto capitulo, “Espiroacetais: a chave para o reconhecimento de plantas
hospedeiras por uma abelha oligolética”, identificam-se quais volateis florais abelhas
inexperientes e experientes de Ch. rapunculi utilizam para reconhecer sua planta hospedeira
Ca. trachelium. O artigo serd submetido a revista Functional Ecology.

O quinto capitulo, “A dependéncia reprodutiva mitua entre a planta distilica Cordia
leucocephala (Cordiaceae) e a abelha oligolética Ceblurgus longipalpis (Halictidae,
Rophitinae) na Caatinga”, descreve a ecologia da polinizacio de Co. leucocephala,
enfatizando aspectos especificos da interagdo com seu polinizador oligolético Ce. longipalpis.
Esse ultimo manuscrito foi publicado na revista Annals of Botany.

Por fim, o dltimo capitulo apresenta uma conclusdo geral dos temas investigados e as

perspectivas futuras que surgiram durante a execucao desta tese.



1. Fundamentacio tedrica

1.1. Oligoletia: breve historico e definicao

A associagdo entre as angiospermas e seus polinizadores é caracterizada por uma troca
de interesses, onde as plantas oferecem recompensas florais aos animais e recebem em troca
o “servico” da polinizacdo. As angiospermas representam atualmente um nimero estimado de
250.000 espécies (Heywood, 1993), das quais mais de 90% sdo polinizadas por animais,
principalmente insetos (Buchmann e Nabhan, 1996). Entre os insetos, as abelhas sdo os
principais polinizadores de angiospermas e visitam as flores em busca, principalmente, de
energia (néctar) e alimento para suas larvas, essencialmente pélen e néctar (Michener, 1974;
Roubik, 1989).

De uma forma geral, estudos de comunidades de abelhas e plantas meliferas revelam
uma grande diferenca no nimero de intera¢des entre determinados grupos de abelhas e
espécies vegetais associadas, o que hoje em dia tem sido frequentemente evidenciado por
estudos de redes de interacdes entre plantas e seus polinizadores (Vasquez e Aizen, 2003;
2006; Jordano et al., 2006; Bascompte e Jordano, 2007). Loew (1884; 1886) foi o primeiro a
descrever que, enquanto algumas abelhas coletavam recurso floral em diversas plantas, outras
espécies restringiam a coleta de recurso a plantas de um mesmo grupo ou até mesmo de uma
unica espécie, classificando-as, respectivamente, como abelhas politréficas, oligotrépicas e
monotropicas. No entanto, nessa classificacdo, Loew (1884; 1886) ndo diferenciava o recurso
floral (e.g. néctar ou pdlen) coletado pelas abelhas, o que foi observado posteriormente por
Lovell (1912; 1913; 1914). Tendo em vista que abelhas podem coletar néctar em variadas
fontes, mas ainda assim restringir a coleta de pdlen a poucas plantas, Robertson (1925)
utilizou uma nova terminologia, categorizando as abelhas em trés grupos, de acordo com o
espectro de plantas que elas visitavam para coletar pélen: 1) Monoléticas - coleta de pdlen em
uma unica planta; 2) Oligoléticas - coleta de pélen em espécies vegetais relacionadas e 3)
Poliléticas - coleta de pdlen em espécies de diferentes tdxons.

Com o acimulo de conhecimento gerado por novos estudos de comunidade de abelhas
e plantas meliferas e o desenvolvimento de técnicas mais apuradas para medir especializacio
(e.g. caracterizacdo de cargas polinicas das células de crias), diferentes padrdes de interagdes
surgiram, evidenciando niveis de especializacdes intermedidrios aqueles anteriormente
definidos (veja, por exemplo, Michener, 1954; 1979; Moldenke, 1975). Diante desse novo
cenario e de uma terminologia problemadtica, Cane & Sipes (2006) reavaliaram as interacdes e
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definiram seis niveis de especializagdo em abelhas: 1) Abelhas monoléticas — como definidas
anteriormente por Robertson (1925); 2) Abelhas estreitamente oligoléticas - coleta de pdlen
em algumas espécies de plantas do mesmo clado de uma unica familia; 3) Abelhas
ecleticamente oligoléticas - coleta de pdlen em algumas espécies de poucos géneros de
plantas de diferentes familias; 4) Abelhas mesoléticas - geralmente coletam pélen em muitas
espécies de poucas familias, ou em familias muito grandes, em muitas espécies de uma tribo
ou subfamilia; 5) Abelhas poliléticas - coletam pdlen em flores de varias familias vegetais e
6) Amplamente poliléticas - coletam pdélen em mais de 25% das espécies melitdfilas
disponiveis.

Em um contexto bioldgico, esses niveis de especializacdo devem estar relacionados as
diferentes habilidades das abelhas em explorar um determinado tipo de pdlen. Pélen é a
principal fonte de alimento larval, mas sua composi¢do protéica varia imensamente, o que
deve ter conseqiiéncias fisiologicas diretas para as abelhas especialistas (Roulston et al.,
2000; Roulston e Cane, 2002; Weiner ef al., 2010). Algumas evidéncias sugerem que abelhas
oligoléticas sdo bem adaptadas para digerir o pdlen de plantas hospedeiras, podendo absorver
nutrientes mais eficientemente do que outras abelhas (Dobson e Peng, 1997; Praz et al.,
2008a). No entanto, a adaptacdo a um determinado tipo de pdlen deve levar, ao mesmo
tempo, a uma menor capacidade na digestdo de outros tipos polinicos (Weiner et al., 2010).
De fato, abelhas oligoléticas, criadas experimentalmente em fontes alternativas de pdlen, ndo
se desenvolvem ou apresentam um crescimento muito mais lento (Guirguis e Brindley, 1974;
Praz et al., 2008a). Isso quer dizer que, para garantir o aprovisionamento adequado de suas
larvas, as abelhas oligoléticas precisam reconhecer suas plantas hospedeiras. O fato de que
abelhas oligoléticas ndo coletam pdlen em plantas alternativas, mesmo na auséncia das
hospedeiras (Strickler, 1979; Williams, 2003; Praz et al., 2008b), sugere que o
reconhecimento da fonte exclusiva de pdlen € controlado por adaptacdes fisioldgicas
altamente especificas (e.g. visdo e olfato) que devem “forgar” que as abelhas coletem pdlen

apenas em plantas hospedeiras (Sedivy et al., 2008).

1.2. Abelhas oligoléticas e o reconhecimento de plantas hospedeiras

A pergunta, como abelhas especialistas encontram e reconhecem suas fontes exclusivas
de pélen?, desperta grande interesse da comunidade cientifica. Linsley (1958) foi o primeiro
a especular que abelhas oligoléticas recém-emergidas (inexperientes) seriam condicionadas

aos volateis de grios de pdlen, ainda no estigio larval, e os utilizariam para encontrar suas
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fontes especificas de pélen. Embora alguns estudos demonstrem que abelhas oligoléticas
inexperientes realmente usam odores do pdlen para encontrar plantas hospedeiras (Dobson,
1987; Dobson e Bergstrom, 2000), é importante frisar que, até recentemente, faltavam
evidéncias claras que corroborasse ou refutasse a teoria do condicionamento, sugerida por
Linsley (1958). No entanto, em um estudo pioneiro, Praz et al. (2008b) mostraram que
fémeas inexperientes da abelha oligolética Heriades truncorum (Linnaeus, 1758)
(Megachilidae) coletaram pdlen exclusivamente nas suas plantas hospedeiras, mesmo que
durante o estdgio larval elas tivessem sido alimentadas experimentalmente em fontes
alternativas de pélen. Diante disso, esses autores levantaram a hipétese de que as abelhas
oligoléticas seriam providas de adaptacdes neuroldgicas geneticamente controladas, tais
como receptores visuais e olfativos especializados, que seriam utilizados no reconhecimento
das plantas hospedeiras e que essas adaptagcdes altamente especificas restringiriam a
capacidade das abelhas coletarem pdlen em flores de plantas ndo hospedeiras e,
consequentemente, de se tornarem generalistas (Praz et al., 2008b; Sedivy et al., 2008).

Para as abelhas oligoléticas, encontrar e reconhecer suas fontes de pdlen é
extremamente importante, principalmente porque suas larvas, em geral, ndo se desenvolvem
eficientemente em pélen de plantas nao hospedeiras (Guirguis e Brindley, 1974; Praz et al.,
2008a). Assim sendo, as flores das plantas hospedeiras devem ser providas de algumas
caracteristicas especificas que permitam que as abelhas as reconhecam. A percep¢do das
flores por abelhas € muito complexa e envolve tanto aspectos visuais quanto olfativos
(Lunau, 1995; Dobson e Bergstrom, 2000; Chittka e Raine, 2006). Sinais visuais,
principalmente cor, sdo relativamente redundantes na natureza (Nilsson, 1983; Arnold et al.,
2009), ainda mais pelo fato de que as abelhas t€m muita dificuldade em distinguir cores
similares (Dyer e Chittka, 2004a; b; ¢). Em contrapartida, sinais olfativos apresentam uma
grande variedade de voldteis, bem como de padrdes de emissdes de odores, o que pode ser
utilizado por abelhas para discriminar diferentes espécies vegetais e, até mesmo, avaliar a
disponibilidade de recursos (e.g. néctar e pdlen) em diferentes flores (Dobson et al., 1990;
1996; 1999; Bergstrom et al., 1995; Dobson e Bergstrom, 2000; Howell e Alarcén, 2007).
Devido a essa grande complexidade, acredita-se que os odores florais sejam a chave para o
reconhecimento das plantas hospedeiras pelas abelhas oligoléticas (Dobson e Bergstrom,
2000; Dotterl e Vereecken, 2010)

Dobson (1987) mostrou pela primeira vez que abelhas oligoléticas utilizariam odores

florais para discriminar plantas hospedeiras de ndo hospedeiras. Em estudo desenvolvido em



uma gaiola experimental, onde quatro espécies vegetais foram oferecidas simultaneamente, as
abelhas inexperientes de Colletes fulgidus longiplumosus Stephen, 1954 (Colletidae)
apresentaram uma clara preferéncia pelos odores florais de Grindelia stricta DC.
(Asteraceae), sua principal fonte de pdlen. Nesse estudo, entretanto, ndo foram investigados
os compostos florais envolvidos no reconhecimento da planta hospedeira. Na verdade, a
funcdo de compostos florais no reconhecimento de plantas hospedeiras por abelhas
oligoléticas foi estudada em apenas trés sistemas. No primeiro deles, Dobson & Bergstrom
(2000) encontraram que abelhas inexperientes de Chelostoma florisomne L. (Megachilidae)
utilizariam protoanemonina, um composto floral raro, para reconhecer flores hospedeiras de
Ranunculus acris L. (Ranunculaceae). Posteriormente, Doétterl et al. (2005), utilizando-se da
técnica de cromatografia gasosa acoplada a deteccdo eletroantenogrifica (GC-EAD),
identificaram 16 compostos florais de duas espécies de Salix (Salicaceae), estimulando a
antena da abelha oligolética Andrena vaga Panzer, 1799 (Andrenidae). Em bioensaios, cinco
dessas substdncias, 1,4-dimethoxybenzeno, salicilato de metila, (E,E)-o-farneseno, e 2-
feniletanol (individualmente ou misturadas), também estimularam respostas comportamentais
nessa abelha (Dotterl ef al., 2005; Dotterl e Vereecken, 2010). Por fim, Andrews et al. (2007)
mostraram que 1,2,4-trimethoxybenzeno e (E)-cinamaldeido, encontrados em flores de
Cucurbita moschata Duchesne (Cucurbitaceae), seriam alguns dos compostos responsaveis
pela atragd@o da abelha especialista Peponapis pruinosa (Say,1837) (Apidae).

O valor cientifico de cada um desses trabalhos em mostrar a funcio de volateis florais
na atracdo de abelhas oligoléticas é incontestavel, mas uma andlise criteriosa dos resultados
revela que nenhum dos compostos florais encontrados pode ser a chave para o
reconhecimento das plantas hospedeiras pelas abelhas oligoléticas. Por exemplo,
protoanemonina, uma substincia relativamente rara, foi encontrada, posteriormente, em
outras espécies de Ranunculaceae ndo visitadas pela abelha oligolética Ch. florisomne
(Jurgens e Dotterl, 2004). Os compostos florais responsdveis pela atracdo de A. vaga e
P. pruinosa sio encontrados em diversas espécies vegetais e ndo exclusivamente nas plantas
hospedeiras (Knudsen et al., 2006). Além do mais, alguns dos compostos florais comuns
encontrados em Salix caprea L. e S. atrocinerea Brot. nao foram encontrados em outras
espécies co-genéricas também visitadas por A. vaga (Détterl et al., 2005; Ddétterl e
Vereecken, 2010). Os exatos meios que as abelhas oligoléticas utilizam para reconhecer suas

fontes exclusivas de pdlen continuam sendo, portanto, uma incégnita.



Sinais visuais também desempenham um papel importante na atragdo de abelhas
oligoléticas e atuam sinergeticamente com sinais olfativos (Dotterl e Vereecken, 2010).
Burger et al. (2010) mostraram que a abelha especialista Hoplitis adunca Panzer, 1758
(Megachilidae) apresenta uma preferéncia inata pela cor das flores da planta hospedeira
Echium vulgare L. (Boraginaceae). Esses autores mostraram que flores artificiais azuis,
simulando a cor das flores de E. vulgare, foram extremamente atrativas para as abelhas, o que
ndo foi observado para flores artificiais amarelas. Além do mais, quando oferecidas
juntamente com odores florais de E. vulgare, flores artificiais azuis foram mais atrativas, e
estimularam mais pousos, do que flores artificiais azuis sem odores florais, o que novamente
nio foi observado em flores artificiais amarelas. Por fim, sinais olfativos isolados ndo
atrairam abelhas efetivamente e uma combinagdo de ambos os sinais sempre foi mais efetiva,
tanto em atrair quanto em estimular pousos de abelhas, do que cada um dos sinais
isoladamente. Os autores concluiram, entdo, que os sinais florais atuam sinergeticamente e
que a cor das flores seria o primeiro passo para o reconhecimento das plantas hospedeiras
(atuando como um “filtro”), enquanto os odores florais seriam responsaveis pelo
reconhecimento especifico. A atuagdo sinergética de sinais florais visuais e olfativos parece
ser importante para abelhas especialistas em geral. Dobson e Bergstrom (2000), ao estudar
quatro espécies de abelhas oligoléticas, mostraram que apenas a atuagdo conjunta de sinais
visuais e olfativos de flores de plantas hospedeiras seria capaz de estimular respostas
comportamentais, tais como pouso e extensdo de probdscide. Em conjunto, essas descobertas
mostram que as abelhas oligoléticas sdo capazes de utilizar diferentes sinais florais para

encontrar e reconhecer suas plantas hospedeiras.

1.3. Abelhas oligoléticas: adaptacoes e implicacées ecologicas

A oligoletia ¢ um fendmeno que acarreta uma série de implicacdes ecoldgicas e
evolutivas (Wcislo e Cane, 1996). De uma forma geral, abelhas oligoléticas sdo providas de
diversas adaptagdes morfologicas e comportamentais que permitem uma exploracdo mais
eficiente dos recursos florais das plantas hospedeiras (Thorp, 1979; 2000), o que pode gerar
uma vantagem competitiva contra os visitantes poliléticos (Strickler, 1979; Cane e Payne,
1988; Laverty e Plowright, 1988; Miiller e Bansac, 2004).

Perditomorpha pampeana (Urban, 1995) (Colletidae), por exemplo, desenvolveu uma
estratégia comportamental que lhe garante coletar o pdlen antes que os seus competidores

poliléticos. Essa espécie, ao penetrar na cimara nectarifera de Cajophora arechavaletae
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Urban (Loasaceae), estimula a liberacdo de pdlen através do movimento de um estame. Apds
alguns minutos, e respeitando uma rota de forrageamento, as abelhas voltam a flor inicial e
coletam o podlen agora acessivel. Subseqiientemente, as fémeas continuam a sua rota e
coletam mais pdlen em outras flores ja estimuladas (Schlindwein e Wittmann, 1997a). Em
Pavonia cancellata Cav. (Malvaceae) foi observada uma interessante corrida contra o tempo
entre a abelha oligolética Ptilothrix plumata Smith, 1853 (Apidae) e o besouro
Pristimerus calcaratus (Boheman 1846) (Curculionidae). Esse curculionideo, que se alimenta
do pélen de Pa. cancellata, perfura e fecha as pétalas, indisponibilizando pdlen para Pr.
plumata. A abelha entdo, para garantir a alimentacdo de suas larvas, faz coletas de pdlen
breves e ininterruptas que se iniciam as 06:30 h e seguem até no maximo 09:30 h, quando
cerca de 80 % das flores ja foram fechadas pelos besouros (Schlindwein e Martins, 2000).

Morfologicamente, as abelhas especialistas também desenvolveram uma série de
adaptacdes para explorar mais eficientemente o recurso de suas flores hospedeiras. O
comprimento e ramifica¢do dos pélos das escopas, por exemplo, geralmente estd associado ao
tamanho dos graos de pdlen das plantas hospedeiras (Thorp, 1979; 2000). Na maioria das
abelhas especializadas em pdlen de Onagraceae, os pélos das escopas sdo nitidamente mais
longos, simples e espagados do que aqueles das espécies irmas ndo especializadas. Os graos
de pélen grandes e unidos por fios de vicina em Onagraceae formam massas densas que sé
podem ser transportadas por escopas com tais caracteristicas (Linsley, 1958; Linsley et al.,
1963a; b; 1964; 1973).

Abelhas especializadas em plantas com flores tubulares apresentam frequentemente
convergéncias adaptativas, como linguas alongadas para a coleta de néctar (Krenn et al.,
2005) e pélos densos e ramificados nas pegas bucais e nas pernas anteriores para a coleta de
poélen nas anteras de dificil acesso (Thorp, 2000). As Rophitinae da América do Sul,
oligoléticas em flores tubulares de Argylia (Bignoniaceae), Exodeconus (Solanaeae) e Cordia
(Cordiaceae), desenvolveram linguas longas, o que as difere da maioria das outras Halictidae,
uma familia de abelhas com linguas tipicamente curtas (Rozen, 1997; Michener, 2007). A
ocorréncia de abelhas de lingua longa em grupos caracteristicamente de lingua curta ja foi
registrada em outras familias, como Andrenidae e Colletidae, e, geralmente, estd associada a
coleta de néctar em flores tubulares, nas quais o acesso a esse recurso € inviabilizado para
insetos de linguas curtas (Laroca e Almeida, 1985; Laroca et al., 1989; Rozen e Ruz, 1995;
Krenn et al., 2005). Adicionalmente, algumas abelhas desenvolveram uma pilosidade atipica

nas pegas bucais, que desempenham um papel chave na exploragido do pélen (Eickwort et al.,



1986; Miiller, 1995; Alves-dos-Santos e Wittmann, 1999; Alves-dos-Santos, 2003; Krenn et
al., 2005). Tal pilosidade também € observada nas Rophitinae sul-americanas, mas a sua

exata funcdo para as abelhas ndo é conhecida (Rozen, 1997).

1.4. Plantas hospedeiras e a relacdo com polinizadores oligoléticos

As plantas hospedeiras, que se beneficiam por contar com polinizadores fiéis, também
podem apresentar adaptacdes que favorecem a elas e a esse grupo de visitantes. As flores de
Campanula rapunculus L. (Campanulaceae), por exemplo, possuem adaptacdes morfoldgicas
e fisiolégicas que garantem tanto uma liberacdo gradual do pdlen, a partir da
compartimentaliza¢do da corola, quanto uma abreviacdo das fases masculinas e femininas.
Isso garante uma freqiiéncia de visitas permanentemente alta, garantindo um alto fluxo
polinico. A alta taxa de formacao de frutos em Ca. rapunculus (100%) mostra que o principal
polinizador, a abelha oligolética Chelostoma rapunculi (Lepeletier, 1841) (Megachilidae), é
extremamente eficiente (Schlindwein et al, 2005). No caso das espécies Opuntia
brunneogemmia Ritter e O. viridirubra Ritter (Cactaceae), o movimento dos estames
favorece a coleta de polen pelos seus tnicos polinizadores efetivos, as abelhas oligoléticas
Ptilothrix fructifera Holmberg, 1903 (Apidae), Lithurgus rufiventris (Friese, 1908)
(Megachilidae) e Cephalocolletes rugata Urban, 1995 (Colletidae), em detrimento dos mais
de 30 visitantes. Durante a visita floral essas trés espécies tocam nos filetes e estimulam o
movimento dos estames em dire¢do ao centro da flor. Finalizado o movimento, os grdos de
pdlen sdo apresentados em uma camada superior de ficil acesso e vdrias camadas inferiores,
quase inacessiveis, que contém 80% da carga polinica. Apenas fémeas das trés espécies de
abelhas oligoléticas sdo capazes de coletar o pdlen e néctar nessas camadas inferiores
(Schlindwein e Wittmann, 19975b).

Embora a maior eficiéncia na coleta de pdlen por parte das abelhas especialistas ndo
acarrete necessariamente um maior sucesso de polinizacdo para as plantas hospedeiras
(Linsley et al., 1963a; Barrows et al., 1976; Grant e Hurd, 1979), estudos de polinizacdo tém
mostrado que abelhas oligoléticas s@o os principais polinizadores de espécies de Opuntia,
Parodia, Gymnocalycium, Pavonia, Ipomoea, Ludwigia, Petunia, entre outros (Cruden, 1972;
Schlindwein ¢ Wittmann, 1995; 1997a; b; Pinheiro e Schlindwein, 1998; Schlindwein e
Martins, 2000; Larsson, 2005; Mcintosh, 2005). O caso da planta heterostilica FEichornia
azurea (Swartz) Kunth (Pontederiaceae) € particularmente interessante por sua relagdo de

dependéncia miutua com seu polinizador oligolético. E. azurea apresenta flores tubulares
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compridas e estreitas e suas flores brevistilas dependem exclusivamente de Ancyloscelis
gigas Friese, 1904 (Apidae, Emphorini) para serem polinizadas e, consequentemente, formar
frutos. A abelha oligolética A. gigas coleta pdlen apenas em flores de E. azurea para
aprovisionar suas células de cria. Essa abelha desenvolveu pecas bucais compridas com pélos
especializados, que permitem a coleta do pdlen nas anteras mais basais das flores brevistila, o
que outros visitantes florais ndo sdo capazes de fazer. Nessa relagdo estreita, a reprodugéo das
abelhas e plantas € interdependente e a auséncia do polinizador especializado pode levar a
quebra de heterostilia na populagdo (Alves-dos-Santos e Wittmann, 1999; 2000; Alves-dos-
Santos, 2002; 2003).

Heterostilia ¢ um polimorfismo floral controlado geneticamente e, geralmente,
relacionado a um sistema de auto-incompatibilidade que previne auto-fecundacao (Barrett,
1990; Gibbs, 1990). Flores distilicas apresentam a morfa brevistila (estiletes curtos e estames
longos) e longistila (estiletes longos e estames curtos), que sdo relacionadas a uma auto-
incompatibilidade entre morfas florais similares (Darwin, 1877; Vuilleumier, 1967; Ganders,
1979). Assim, o pélen de flores brevistilas € capaz de fecundar apenas flores longistilas e
vice-versa. Caracteres adicionais, controlados por um supergene, estdo geralmente associados
a cada morfa floral como, por exemplo, morfologia do estigma e nimero, tamanho e
ornamentacao dos graos de pdlen (Ganders, 1979; Gibbs e Taroda, 1983; Shore e Barrett,
1985a; b; Barrett, 2002).

De acordo com Darwin (1877), a posi¢do reciproca das anteras e estigmas em espécies
distilicas leva a uma deposi¢do de gridos de polen de anteras dos dois niveis em posicdes
distintas no corpo dos polinizadores efetivos. Isso aumentaria a polinizag@o cruzada, uma vez
que os polinizadores devem contatar os estigmas do nivel correspondente com as partes do
corpo, onde os grios legitimos estariam aderidos. Consequentemente, o comportamento e a
morfologia dos polinizadores sdo extremamente importantes para garantir um fluxo polinico
adequado. Isso ndo significa, contudo, que apenas polinizadores especializados sejam capazes
de efetuar a polinizag¢do de plantas heterostilicas. Na verdade, flores heterostilicas associadas
a abelhas oligoléticas muitas vezes também sdo visitadas por outros insetos e ndo dependem
necessariamente das abelhas especialistas para serem polinizadas (Ganders, 1979; Barrett,
1978; Schlindwein e Medeiros, 2006; Penante, 2008). Em Turnera subulata Smith e T.
hermanioides Cambess. (Turneraceae), por exemplo, que apresentam flores distilicas em
forma de disco, a formacdo de frutos e sementes permaneceu alta na auséncia dos

polinizadores oligoléticos, respectivamente, Protomeliturga turnerae (Ducke, 1907) e P.



catimbaui Schlindwein & Moure, 2006 (Andrenidae). A abelha introduzida Apis mellifera
Linnaeus, 1758 e outros polinizadores poliléticos ndo foram polinizadores menos eficientes
do que as especialistas (Schlindwein e Medeiros, 2006; Penante, 2008). De fato, varias
interagdes entre abelhas oligoléticas e plantas hospedeiras sdo caracterizadas por uma
dependéncia reprodutiva unilateral, onde as abelhas dependem das plantas como recurso
exclusivo de pdlen, mas as plantas ndo dependem dos visitantes especializados para serem
polinizadas (Linsley et al., 1963a; b; 1964; Barrows et al., 1976; Grant e Grant, 1979; Grant
e Hurd, 1979; Feinsinger, 1983; Schlindwein, 2004; Minckley e Roulston, 2006; Schlindwein
e Medeiros, 2000).

1.5. A interacao entre Cordia leucocephala e Ceblurgus longipalpis

O género cosmopolita Cordia (Cordiaceae) compreende cerca de 320 espécies, a
maioria delas com flores tubulares distilicas (Gibbs e Taroda, 1983; Taroda e Gibbs, 1986;
1987; Miller, 2001; Gottschling et al., 2005). Espécies do género Cordia sdo associadas a um
grande espectro de polinizadores tais como abelhas, borboletas, besouros e moscas (Percival,
1974; Opler et al., 1975; Carvalho e Marchini, 1999). Cordia leucocephala Moric. é uma
planta endémica da Caatinga, com flores distilicas e tubulares e anteras confinadas na base do
tubo floral (Machado, 1990; Melo e Sales, 2005). At¢ o momento, levantamentos de
comunidade abelhas e plantas meliferas desenvolvidos em regides de Caatinga registraram
abelhas de Ceblurgus longipalpis Urban & Moure, 1993 (Rophitinae: Halictidae)
exclusivamente em flores de Co. leucocephala (Aguiar e Martins, 1994; Martins, 1994;
Aguiar et al., 1995). Ce. longipalpis, endémica para a regido da Caatinga no Nordeste
brasileiro, € a unica espécie de Rophitinae do Brasil descrita até o momento, (Aguiar e
Martins, 1994). Essa abelha apresenta caracteres especiais como glossa e palpos labiais
alongados e também pélos plumosos nas pecas bucais, que podem estar relacionadas a coleta
de néctar e polen nas suas flores hospedeiras. Nesse sistema de polinizacdo especializado, as
funcdes das adaptacdes morfoldgicas dos parceiros sdo desconhecidas, bem como o nivel de

dependéncia reprodutiva entre a abelha e a planta.
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2.1. Resumo

Chelostoma rapunculi € uma abelha oligolética que coleta pdélen apenas em flores de
Campanula para aprovisionar as células de cria. No entanto, os sinais florais que essas
especialistas utilizam para encontrar suas plantas hospedeiras ainda sdo desconhecidos. O
presente estudo visou responder as seguintes questdes: 1) Abelhas de Ch. rapunculi
apresentam uma atra¢do inata por sinais visuais e olfativos de flores de Campanula
trachelium? 2) Abelhas inexperientes e experientes respondem diferentemente aos sinais
florais de Ca. trachelium? Para isso, foram desenvolvidos seis experimentos de duas escolhas
com abelhas inexperientes e experientes em uma gaiola experimental, onde a atratividade de
sinais florais (visuais e olfativos; isolados ou em combinac¢do) foi testada. Abelhas
inexperientes e experientes foram atraidas pelos sinais florais isoladamente, quando
oferecidas contra um controle vazio, mas sinais visuais isoladamente foram
significativamente mais atrativos do que sinais olfativos. A combinagdo de sinais visuais e
olfativos atraiu mais abelhas do que os sinais florais isoladamente. Os diferentes sinais
também estimularam respostas comportamentais (aproximacao versus pousos) em diferentes
proporcdes. Sinais olfativos estimularam apenas aproximacdes de abelhas inexperientes, e
poucos pousos em abelhas experientes. Alternativamente, sinais visuais estimularam pousos
em ambos os grupos, mas a proporcio de pousos em abelhas experientes foi
significativamente maior do que nas inexperientes. A combinagio dos dois sinais, no entanto,
sempre foi mais efetiva em estimular pousos de abelhas (inexperientes e experientes),
indicando uma atuacgdo sinergética. No presente estudo, conclui-se que sinais florais visuais e
olfativos de Ca. trachelium apresentam diferentes fungdes na atracdo da abelha oligolética
Ch. rapunculi e que a atuacdo sinergética de ambos é responsavel pelo reconhecimento das

fontes exclusivas de pdlen.

Palavras chave: abelhas oligoléticas, Campanula, Chelostoma, comportamento de forrageio,

ecologia cognitiva, sinais florais.
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2.2. Introducao

As abelhas sdo os principais agentes polinizadores de angiospermas e visitam as flores
em busca, principalmente, de energia (néctar) e alimentacdo para suas larvas, principalmente
polen e néctar (Michener 1974; Roubik 1989). Enquanto a maioria das espécies de abelhas
coleta pdlen em plantas melitdfilas de familias diferentes, outras espécies restringem a coleta
de pdlen a plantas de uma tunica familia, género ou até mesmo de uma tnica espécie
(Robertson 1925). Tais abelhas especialistas sdo conhecidas como oligoléticas e, de acordo
com o seu nivel de especializacdo, sdo categorizadas como monoléticas (uma tnica planta
hospedeira) estreitamente oligolética (plantas do mesmo clado de uma tnica familia) e
ecleticamente oligoléticas (plantas de dois a quatro géneros de duas a trés familias) (Cane e
Sipes 2006).

A oligoletia ¢ um fendmeno interessante que acarreta uma série de implicacdes
ecoldgicas, evolutivas e fisiologicas (Wcislo e Cane 1996). Entre as questdes intrigantes que
surgem da oligoletia, uma suscita atencdo especial: quais sinais florais abelhas oligoléticas
utilizam para encontrar suas plantas hospedeiras? Atualmente, sabe-se que sinais visuais e
olfativos de flores desempenham papéis diferentes, mas sinergéticos, na atragdo de abelhas
(Chittka e Raine 2006). Embora a exata fungdo de estimulos visuais a longas distancias ainda
seja controversa, a pequenas distdncias (no maximo um metro) as abelhas sdo capazes de
detectar cores e/ou padrdes de cores das flores, o que pode estimular voo em direcdo as flores
e pouso (Chittka e Raine 2006; Giurfa e Lehrer 2001; Lunau 1991, 1992, 1995, 2000; Lunau
e Maier 1995; Simonds e Plowright 2004).

Sinais olfativos, por sua vez, podem atrair abelhas a longas distincias, em alguns casos
mais de 1 km, como nas abelhas euglossines (Dressler 1982). A pequenas distancias, no
entanto, voldteis florais parecem desempenhar um papel mais sutil, como na discriminagdo de
flores de diferentes espécies (Ayasse et al. 2000) e na avaliacdo da disponibilidade de
recursos florais (Dobson et al. 1999; Dobson e Bergstréom 2000; Giurfa et al. 1995; Howell e
Alarcén 2007). As abelhas, nos seus primeiros voos de forrageio, precisam encontrar novos
recursos florais. Abelhas sociais sem experi€ncia de forrageio, por exemplo, usam cheiros
florais ja aprendidos nas colméias, recrutamento ou dangas para encontrar fontes de alimento
(von Frisch 1923; Jarau e Hrncir 2009; Lindauer e Kerr 1960). Abelhas oligoléticas solitérias,
no entanto, ndo t&ém contato com suas progenitoras e, portanto, t€ém que encontrar suas fontes

especificas de podlen sozinhas.
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Atualmente, poucos estudos foram realizados com o intuito de avaliar quais sinais
florais sdo utilizados por abelhas oligoléticas para encontrar suas fontes especificas de pdlen.
Ainda assim, o padrdo geral que tem sido observado sugere que abelhas inexperientes usam
sinais visuais e olfativos para encontrar as plantas hospedeiras (Burger et al. 2008, 2010;
Dobson 1987; Dobson e Bergstrom 2000). Dobson e Bergstrom (2000), por exemplo,
reportaram que abelhas inexperientes de Chelostoma florisomne (Megachilidae) utilizam uma
combinagdo de sinal visual (amarelo) e olfativo (o composto floral raro protoanemonina) para
encontrar flores hospedeiras de Ranunculus (Ranunculaceae). Em outro sistema, Burger et al.
(2008, 2010) mostraram que abelhas inexperientes da espécie oligolética Hoplitis adunca
(Megachilidae) respondem apenas a sinais visuais isoladamente, mas que a combinagdo de
ambos os sinais foi mais efetiva em atrair e estimular pousos das abelhas. Nesse contexto,
parece pouco provavel que o reconhecimento de plantas hospedeiras por abelhas oligoléticas
dependa de um tnico sinal, mas sim de uma combinac¢do de pelo menos dois sinais florais.

Chelostoma rapunculi (Lepeletier 1841) (Megachilidae) € uma abelha estreitamente
oligolética que coleta pdlen para suas larvas exclusivamente em flores de Campanula
(Campanulaceae) (Schlindwein et al. 2005; Sedivy et al. 2008; Westrich 1989). No entanto,
0s meios que essas especialistas utilizam para encontrar suas plantas hospedeiras ainda nio
sao bem entendidos. O presente estudo objetivou avaliar os sinais florais utilizados por
Ch. rapunculi para encontrar plantas hospedeiras de Ca. trachelium. As seguintes questdes
foram levantadas: 1) Abelhas de Ch. rapunculi apresentam uma atragdo inata por sinais
visuais e olfativos (isoladamente ou em combinacio) de flores de Ca. trachelium? 2) Abelhas
inexperientes e experientes respondem diferentemente aos sinais florais visuais e olfativos de

Ca. trachelium?

2.3. Material e Métodos

2.3.1. Espécies estudadas

Campanula trachelium L. é uma erva perene amplamente distribuida na Alemanha que
floresce entre junho e setembro (Schmeil e Fitschen 2003). Suas flores, de coloracgio violeta a
lil4s, sdo protandricas e auto-incompativeis. O pdlen é apresentado secundariamente em um
estilete coberto por tricomas invagindveis (Shetler 1979). Ca. trachelium € polinizada por

varios insetos, incluindo abelhas oligoléticas do género Chelostoma (Binnenbdse 1995)

(Fig. 1).
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Chelostoma rapunculi (Lepeletier 1841) (Megachilidae) € uma abelha solitdria
univoltina, ativa do inicio de junho ao final de agosto na Alemanha. Essa abelha nidifica em
cavidades pré-existentes em madeira velha, mas também em ninhos armadilhas (Westrich

1989).

Fig. 1 Fémea de Chelostoma rapunculi coletando pélen em uma flor de Campanula trachelium.

2.3.2. Gaiola experimental

Do inicio de junho até o final de Julho de 2009 e 2010, respostas comportamentais de
machos e fémeas de Ch. rapunculi aos sinais visuais e olfativos de Ca. trachelium foram
estudadas em uma gaiola experimental (7,2 x 3,6 x 2,2m), a mesma utilizada por Détterl e
Schiéffler (2007). A gaiola foi construida no interior de uma casa de vegetagdo, no Jardim
Boténico da Universidade de Bayreuth, Alemanha. Ninhos armadilhas com abelhas imaturas
de Ch. rapunculi (adquiridos de popula¢des naturais em Gottingen e Kniillwald) foram
colocados na gaiola no final de Maio. Para prevenir qualquer contato prévio das abelhas
recém-emergidas com plantas hospedeiras, nenhuma planta de Ca. trachelium foi colocada na
gaiola até o término de todos os experimentos comportamentais com abelhas inexperientes.
Nessa fase, as plantas hospedeiras ndo foram disponibilizadas e as abelhas foram alimentadas
com alimentadores artificiais (esponjas com 4gua agucarada a uma concentracdo de 30%,
frutose e glicose 1:1) e flores melitdfilas ndo hospedeiras (Geranium pratense, Lythrum
salicaria, Brassica sp.). Nessas condi¢des, as abelhas permaneceram inexperientes em

relacdo ao forrageio em flores de plantas hospedeiras. Dentro da gaiola, as abelhas
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inexperientes copularam e forragearam em busca de néctar nas flores de plantas ndo
hospedeiras e alimentadores artificiais. Apds a inser¢do de plantas hospedeiras, as abelhas,
entdo experientes, copularam, coletaram pdlen e néctar nas plantas hospedeiras e nidificaram
nos ninhos armadilhas (latas cilindricas de 1 £, preenchidas com ramos secos de Phragmites

australis - Poaceae) que foram disponibilizados.

2.3.3. Experimentos comportamentais

O papel de sinais visuais e olfativos (isolados ou em combinagdo) de inflorescéncias de
Ca. trachelium na atracdo de machos e fémeas de Ch. rapunculi foi determinado em
experimentos de duas escolhas com abelhas inexperientes e experientes. Inflorescéncias de
Ca. trachelium foram cobertas com diferentes cilindros de vidro de quartzo (29 cm de
comprimento, 10 cm de didmetro), de tal forma que somente o sinal floral desejado foi
apresentado as abelhas.

A atrag@o das abelhas por sinais olfativos isoladamente foi testada utilizando-se um
cilindro preto com 60 orificios (didmetro de 0,2 cm). O cilindro foi pintado com um verniz
preto fosco e, durante uma semana, foi deixado em uma estufa a 50°C para eliminar a
emissdo de cheiro do verniz. O ar no interior do cilindro, enriquecido com os volateis das
inflorescéncias, foi entdo soprado através dos orificios por uma bomba de membrana
(G12/01 EB, Rietschle Thomas, Puchheim, Alemanha) a um fluxo continuo de 1 {/min. Para
testar a atracdo das abelhas por sinais visuais isoladamente, inflorescéncias foram encobertas
com um cilindro transparente sem orificios. Por fim, para testar a atratividade dos sinais
visuais e olfativos em combinacdo, inflorescéncias foram encobertas com um cilindro
transparente com 60 orificios. O ar no interior do cilindro foi soprado como descrito para o
cilindro preto.

Seis experimentos de duas escolhas foram entdo desenvolvidos, na seguinte ordem: 1)
Sinal olfativo vs. controle vazio (cilindro preto com orificios); 2) Sinal visual vs. controle
vazio (cilindro transparente fechado); 3) Sinal visual + olfativo vs. controle vazio (cilindro
transparente com orificios); 4) Sinal olfativo vs. visual; 5) Sinal visual + olfativo vs. olfativo
e 6) Sinal visual + olfativo vs. visual.

Os experimentos comportamentais foram desenvolvidos apenas em dias ensolarados,
entre 10:00 e 15:00 h, hordrio de maior atividade das abelhas. Cada experimento teve duracio
de 30min, dividido em duas se¢des de 15 min, quando a posi¢do dos dois cilindros foi

trocada. Os cilindros foram colocados a uma distancia de um metro € meio.
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As respostas das abelhas foram registradas como aproximacdes (voos em direcdo ao
cilindro até uma distancia de 5 cm ou menos) ou pousos (aproximagdes seguidas de pouso).
As abelhas que responderam aos cilindros foram coletadas, marcadas individualmente e
armazenadas em uma caixa térmica até o fim do experimento em andamento, quando foram
liberadas na gaiola experimental. Dessa forma, um individuo participou apenas uma vez em
um determinado experimento.

Apds o término de todos os experimentos com abelhas inexperientes, plantas de
Ca. trachelium foram colocadas na gaiola, para que as abelhas adquirissem experiéncia de
forrageio em suas plantas hospedeiras. Devido a fatores estocdsticos, tais como morte e
eventualmente fuga, o nimero total de abelhas na gaiola variou entre os experimentos (entre
25 e 50 individuos). Abelhas experientes adicionais foram coletadas no Jardim Botanico da
Universidade de Bayreuth e colocadas na gaiola. Apés trés dias de forrageio na gaiola, os
experimentos com as abelhas, agora experientes, foram desenvolvidos. Antes de cada
experimento, plantas de Ca. trachelium foram removidas da gaiola experimental (entre 07:00

e 08:00 h) e, ao fim dos testes, recolocadas.

2.3.4. Testes estatisticos

A diferenga na resposta total das abelhas (aproximagdes e pousos) aos dois cilindros em
cada experimento comportamental foi verificada a partir de testes de Qui-quadrado,
considerando eventos observados versus esperados. Diferencas nos dois tipos de respostas
comportamentais (aproximacdes ou pousos) em relacdo aos diferentes sinais florais foram
verificadas a partir de testes de tabelas de contingéncias 2 x 2 (abelhas inexperientes) e 2 x 3
(abelhas experientes), onde foram comparadas as respostas das abelhas a: 1) sinais olfativos;
2) sinais visuais e 3) sinais olfativos + visuais. Para isso, foram consideradas as respostas
comportamentais dos experimentos nos quais os sinais florais (isoladamente ou em
combinagdo) foram oferecidos contra um controle vazio. Comparagdes a posteriori dos dois
tipos de respostas comportamentais das abelhas experientes aos diferentes sinais florais foram
realizadas com tabelas de contingéncia 2 x 2. Por fim, tabelas de contingéncia 2 x 2 foram
utilizadas para comparar, separadamente para cada sinal floral, respostas comportamentais
(aproximagdes ou pousos) de abelhas inexperientes e experientes. Todos os testes foram
realizados no programa Statistica (StatSoft 2004), excetuando-se a tabela de contingéncia 2 x

3, realizada na pagina www.physics.csbsju.edu/stats/contingency (Kirkman 1996). Para todos

0s experimentos, as respostas de machos e fémeas foram agrupadas, uma vez que os
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individuos dos dois sexos responderam de forma similar aos diferentes sinais florais (Milet-

Pinheiro et al. capitulo 3).

2.4. Resultados

2.4.1. Experimentos comportamentais

Sinais visuais e olfativos de Ca. trachelium isoladamente foram mais atrativos (em
termos de aproximagdes e pousos) para abelhas inexperientes e experientes de Ch. rapunculi
do que o controle vazio. No entanto, sinais visuais foram mais atrativos para as abelhas
quando oferecidos contra sinais olfativos. Sinais visuais e olfativos atuaram sinergeticamente
e foram mais atrativos do que os sinais isoladamente, tanto para abelhas inexperientes (Fig. 2)

quanto para as experientes (Fig. 3).

3|14
Controle Sinais olfativos
1] 22
3|32
Controle 2223 Sinais visuais + olfativos
1118
Sinais olfativos Sinais visuais
1112
Sinais olfativos . 23| Sinais visuais + olfativos
2112
Sinais visuais _ Sinais visuais + olfativos
I T T 1 T T T ] 1
100 50 0 50 100

Aproximacdes + pousos (%)

Fig. 2 Respostas (aproximagdes + pousos) de abelhas inexperientes de Chelostoma rapunculi (machos
e fémeas) a sinais olfativos e visuais (isoladamente ou em combinacdo) de inflorescéncias de
Campanula trachelium em experimentos comportamentais de duas escolhas. Os nimeros acima das
barras indicam o nimero absoluto de aproximacdes e pousos. Diferenga nas respostas em cada
experimento de duas escolhas foi verificada a partir de testes de Qui-quadrado, p<0,01 (*%*);
p<0,001(**%*).

28



Controle Sinais olfativos
3131
2131
Controle 22 Sinais visuais + olfativos
1]16
Sinais olfativos I 2223 Sinais visuais
1]19
Sinais olfativos _ Sinais visuais + olfativos
5133
Sinais visuais I:_ Sinais visuais + olfativos
I T T T T T T T 1
100 50 0 50 100

Aproximacdes e pousos (%)

Fig. 3 Respostas (aproximagdes + pousos) de abelhas experientes de Chelostoma rapunculi (machos e
fémeas) a sinais olfativos e visuais (isoladamente ou em combinagdo) de inflorescéncias de
Campanula trachelium em experimentos comportamentais de duas escolhas. Os nimeros acima das
barras indicam o nimero absoluto de aproximacdes e pousos. Diferenga nas respostas em cada
experimento de duas escolhas foi verificada a partir de testes de Qui-quadrado, p<0,001(**%*).

Os dois sinais florais testados estimularam respostas comportamentais
significativamente diferentes, em termos de proporcdo relativa de aproximagdes e pousos, em
abelhas inexperientes e experientes (Fig. 4). Para ambos os grupos de abelhas, houve um
aumento progressico no percentual de individuos que pousou (em comparagdo com as
aproximacdes) dos sinais olfativos isoladamente para sinais visuais isoladamente e,
finalmente, para uma combinacdo de ambos os sinais. Adicionalmente, observou-se uma
tendéncia geral de que abelhas experientes apresentaram uma maior propor¢do de pousos do
que as inexperientes.

Em abelhas inexperientes, sinais olfativos estimularam apenas aproximacdes (Fig. 4).
Sinais visuais, por sua vez, estimularam predominantemente aproximacdes (77,3% das
respostas das abelhas), mas também alguns pousos (22,7%). Os pousos se tornaram mais
freqiientes (59,4% das respostas das abelhas) apenas quando os sinais visuais e olfativos
foram oferecidos simultaneamente. Em abelhas experientes, sinais olfativos estimularam
mais aproximacgdes (90% das abelhas) do que pousos (10%), sinais visuais resultaram em
freqiiéncias iguais de aproximacgdes e pousos, mas, novamente, a combinacdo de ambos os

sinais levou a um maior nimero de pousos (77,4%) do que aproximagdes (22,6%).
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A comparagdo entre aproximacgdes e pousos entre abelhas inexperientes e experientes
em relacdo a cada sinal floral evidencia diferencas adicionais. Sinais olfativos, por exemplo,
ndo estimularam pousos em abelhas inexperientes (tornando a realizag@o de testes estatisticos
inapropriada), mas estimularam pousos em baixa freqiiéncia (10%) em abelhas experientes.
Para sinais visuais, a freqiiéncia de pousos de abelhas inexperientes (22,7%) foi
significativamente menor do que a de abelhas experientes (51,6%). Por fim, quando ambos os
sinais foram oferecidos em combinacdo, abelhas inexperientes e experientes pousaram em

freqiiéncias similares (Fig. 4).

Aproximacdes Pousos

n.t (14
} n.t Sinais olfativos

Sinais visuais

}ILS Sinais olfativos + visuais

[7) Abelhas inexperientes
[CJAbelhas experientes

I T ] T ] T ] T 1
100 50 0 50 100
Respostas das abelhas (%)

Fig. 4 Respostas comportamentais (aproximacdo ou pouso) de abelhas inexperientes e experientes de
Chelostoma rapunculi aos sinais florais olfativos, visuais e olfativos + visuais de inflorescéncias de
Campanula trachelium em experimentos de duas escolhas. Os nimeros no interior das barras indicam
o ndmero absoluto de aproximagdes e pousos. Letras mindsculas distintas (a, b) indicam diferenca
significativa na distribuicdo de aproximacdes e pousos das abelhas inexperientes entre os diferentes
sinais florais (}2 = 7,09; d.f = 1; p < 0,01; tabela de contingéncia 2x2). Letras maitisculas distintas (X,
Y, Z) indicam diferenca significativa na resposta das abelhas experientes entre os sinais florais,
avaliada primeiramente por uma tabela de contingéncia 2 x 3 (32 = 30,4; d.f = 2; p < 0,001) e, entdo,
por tabelas de contingéncia 2 x 2 como testes a posteriori: 1) sinais olfativos vs. visuais (32 = 12,3;
d.f. = 1; p < 0,001); 2) visuais + olfativos vs. olfativos (y? = 28,1; d.f. = 1; p < 0,001) e 3) visuais +
olfativos vs. visuais (y2 = 4,51; d.f. = 1; p < 0,05). Diferencas entre as respostas das abelhas
inexperientes e experientes a cada sinal floral foram testadas usando tabela de contingé€ncia (2 x 2) e
estdo apresentadas no lado direito das barras no gréfico. n.t. indica diferenca ndo testada e n.s. indica
diferenca ndo significativa (p > 0,05).
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2.5. Discussao

As respostas comportamentais de abelhas inexperientes de Chelostoma rapunculi
mostram que essa espécie € atraida de forma inata por sinais florais olfativos e visuais de
plantas hospedeiras de Campanula trachelium, o que corrobora os resultados reportados para
a abelha oligolética Hoplitis adunca (Burger et al. 2008). Enquanto esses estudos focaram na
atracdo inata de abelhas por flores de plantas hospedeiras contra controles vazios, a
preferéncia inata de abelhas oligoléticas por flores hospedeiras contra ndo hospedeiras,
baseada em sinais olfativos e visuais, também tem sido documentada (Burger et al. 2010;
Dobson 1987; Dobson e Bergstrom 2000). Atualmente, existem duas hipdteses principais
para explicar a atratividade inata das abelhas oligoléticas por flores de suas plantas
hospedeiras: 1) condicionamento aos volateis de pdlen durante o estidgio larval (Dobson
1987; Linsley 1958) e 2) preferéncia inata por sinais florais controlada por adaptagdes
neuroldgicas, geneticamente determinadas (Praz et al. 2008a; Sedivy et al. 2008). De fato,
alguns estudos experimentais t€ém encontrado que abelhas inexperientes podem utilizar
voléteis de pdlen, em combinagdo com sinais visuais, para reconhecer flores de plantas
hospedeiras (Dobson 1987; Dobson e Bergstrom 2000), o que poderia ser explicado por
ambas as hipéteses. No entanto, em um estudo recente, a abelha oligolética Heriades
truncorum preferiu o pélen de suas flores hospedeiras originais (Asteraceae) mesmo que,
enquanto larva, tivesse sido alimentada com fontes alternativas de pdlen (Echium vulgare:
Boraginaceae e Campanula rotundifolia: Campanulaceae). Isso sugere que, pelo menos nessa
espécie, a preferéncia por plantas hospedeiras é geneticamente controlada, o que ainda
precisa ser mostrado para Ch. rapunculi. O fato de que larvas de Ch. rapunculi ndo se
desenvolvem eficientemente em pélen de plantas alternativas, provavelmente por limitagdes
fisiologicas, sugere que o controle genético estd envolvido de alguma forma na restricdo
alimentar de abelhas oligoléticas (Praz et al. 2008b). Estudos adicionais com diferentes
espécies de abelhas oligoléticas sdo necessarios para determinar até que ponto as observacdes
de Praz et al. (2008a) poderia ser aplicada para abelhas oligoléticas em geral.

A diferenca na propor¢do de respostas comportamentais de abelhas inexperientes de
Ch. rapunculi aos sinais olfativos (somente aproximacdes), comparadas com a resposta aos
sinais visuais (aproximacdes e pousos), sugere que estes sinais desempenham fungdes
distintas na atratividade e no reconhecimento das plantas hospedeiras. Além do mais, quando
os dois sinais foram oferecidos um contra o outro, sinais visuais atrairam mais abelhas do que
sinais olfativos.
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Atualmente, sabe-se que as cores das flores desempenham um papel importante na
atracdo de abelhas oligoléticas (Détterl e Vereecken 2010). Burger et al. (2010), por exemplo,
reportaram que abelhas inexperientes de Hoplitis adunca apresentam uma atracio e
preferéncia inata pela cor das flores de plantas hospedeiras (Echium spp.), € que isso seria o
primeiro passo para a localizagdo de sua fonte de pdlen. De fato, flores artificiais azuis,
simulando as cores das flores de Echium, foram extremamente atrativas para essas
especialistas, o que ndo foi observado para flores artificiais amarelas. Algumas evidéncias
sugerem que isso também deve ser verdade para Ch. rapunculi. Por exemplo, a orquidea de
engano Cephalantera rubra, que ndo oferece recompensa e floresce um pouco antes de
espécies de Campanula, explora a atividade de machos recém-emergidos de Ch. rapunculi,
mimetizando a cor de flores de Campanula (Nilsson 1983). O perianto de Ce. rubra reflete
cores de forma muito similar as flores de trés espécies de Campanula, inclusive
Ca. trachelium, onde os machos tomam néctar, dormem e copulam (Westrich 1989). Nesse
sistema de engano, Nilsson (1983) interpretou que os sinais visuais de flores de Ce. rubra
teriam um papel primordial na atragdo dos seus polinizadores (machos de Ch. rapunculi),
enquanto que a forma ou os perfumes florais desempenhariam pouca ou nenhuma fungéo. O
fato de sinais visuais terem sido predominantes sobre os olfativos sugere que o forrageio
Ch. rapunculi é orientado primeiramente por sinais visuais (e.g. cor) € que isso deve ser o
primeiro passo no processo de localizacdo das plantas hospedeiras.

Sinais olfativos isoladamente foram mais atrativos para abelhas inexperientes e
experientes de Ch. rapunculi do que controles vazios, mas foram menos atrativos do que
sinais visuais. Isso ndo quer dizer, no entanto, que os volateis florais desempenham uma
funcdo coadjuvante na localizag@o e reconhecimento de flores hospedeiras. De fato, volateis
florais sdo muito importantes na “comunicacdo” entre abelhas e flores. A composi¢do de
odores, por exemplo, varia muito entre diferentes partes de uma mesma flor (e.g. pétala,
anteras, néctar e podlen), mas também entre flores de diferentes espécies vegetais.
Consequentemente, essa variacdo é uma importante fonte de “informacdo” que as abelhas
podem utilizar para discriminar espécies vegetais e avaliar a disponibilidade de recursos
florais, tais como néctar e pélen, em uma determinada flor (Bergstrom et al. 1995; Dobson e
Bergstrom 2000; Dobson et al. 1987; 1990; 1996; 1999). Em espécies vegetais associadas
com abelhas oligoléticas, acredita-se que volateis tdxon-especificos de flores e/ou pdlen sdo a
chave para o reconhecimento das plantas hospedeiras (Dobson e Bergstrom 2000; Dotterl e

Vereecken 2010). No entanto, nenhum dos poucos estudos realizados até o momento
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evidenciou substincias exclusivas em plantas hospedeiras. Andlises do buqué de odores de
Ca. trachelium e outras espécies de Campanula podem ajudar a revelar se existem volateis
florais exclusivos em plantas desse género que poderiam atuar como chave para o
reconhecimento das plantas hospedeiras por Ch. rapunculi.

A combinagdo entre sinais florais visuais e olfativos de Ca. trachelium foi mais atrativa
as abelhas inexperientes de Ch. rapunculi, e mais efetiva em estimular pousos, do que os
sinais individualmente. Isso demonstra que os sinais florais atuam sinergeticamente na
atracdo das abelhas e que respostas comportamentais como pouso sdo mais efetivamente
estimuladas pela atuacdo conjunta dos sinais, o que reforca as evidéncias obtidas em outros
estudos. Em Hoplitis adunca, especializada no pdlen de Echium, Burger et al. (2008)
mostraram que sinais visuais e olfativos separadamente estimularam aproximagdes das
abelhas, mas poucos pousos, e que apenas a combinagdo desses dois sinais foi eficiente em
estimular pousos. Assim, a atuag¢do conjunta de sinais florais foi responsdvel pela localizacio
e reconhecimento de plantas hospedeiras de Echium vulgare pelas abelhas (Burger et al.
2010). De maneira similar, Dobson e Bergstrom (2000) reportaram que, em quatro espécies
de abelhas oligoléticas, respostas comportamentais (i.e. pouso e extensdo de probdscide) sdo
estimuladas apenas na presenca de estimulos visuais (cor) e olfativos (odores florais). Em
conjunto, esses resultados mostram que sinais florais atuam sinergeticamente e que a
localizagdo e reconhecimento de plantas hospedeiras por abelhas oligoléticas, inclusive
Ch. rapunculi, dependem de multiplos sinais.

As diferencas na proporcao de respostas comportamentais entre abelhas inexperientes e
experientes de Ch. rapunculi aos sinais florais demonstram que, apds adquirir experiéncia de
forrageio, as abelhas respondem mais efetivamente aos sinais de uma maneira geral. As
abelhas experientes, quando comparadas com as inexperientes, foram atraidas similarmente
pelos sinais florais de Ca. trachelium (isoladamente ou em combinacdo), mas a freqiiéncia de
pouso foi maior, indicando uma maior capacidade de reconhecimento das plantas
hospedeiras. Os resultados sugerem que abelhas “aprenderam” os sinais florais de
Ca. trachelium durante suas visitas florais na gaiola, e que sinais visuais assumem uma maior
importancia na atracdo de abelhas experientes, possivelmente permitindo uma localizacio
mais rdpida das flores hospedeiras. No entanto, a atuacdo sinergética que sinais visuais e
olfativos apresentaram na atragdo das abelhas ndo se alterou com a atividade de forrageio,
refletindo a natureza multimodal continua em que as abelhas percebem suas flores

hospedeiras.
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No presente trabalho, conclui-se que abelhas inexperientes de Ch. rapunculi utilizam
tanto sinais visuais quanto olfativos para encontrar as flores da planta hospedeira
Ca. trachelium e que esses sinais atuam sinergeticamente, promovendo atracio e pouso das
abelhas. Os resultados mostram também que, apds adquirir experi€éncia de forrageio nas
flores de plantas hospedeiras, as abelhas respondem mais efetivamente aos sinais florais
visuais e olfativos isoladamente, apesar da maior proporcdo de pouso ainda ser estimulada na
presenca de ambos os sinais. Neste estudo foram identificados os sinais florais da planta
hospedeira Ca. trachelium responsaveis pela atracdo de Ch. rapunculi. No entanto, o exato
meio em que as abelhas discriminam flores de plantas hospedeiras daquelas de ndo

hospedeiras ainda precisa ser determinado.
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3.1. Resumo

Abelhas oligoléticas, que restringem a coleta de podlen a plantas relacionadas
filogeneticamente, devem reconhecer as suas fontes especificas de pdlen e,
consequentemente, apresentar uma preferéncia inata pelos sinais florais de suas plantas
hospedeiras. Nesse estudo, foi comparada a atratividade de sinais florais visuais e olfativos da
planta hospedeira Campanula trachelium e das ndo hospedeiras Echium vulgare
(Boraginaceae) e Potentilla recta (Rosaceae) a abelhas inexperientes de Chelostoma
rapunculi. Para isso, foram conduzidos seis experimentos de duas escolhas com machos e
fémeas inexperientes de Ch. rapunculi, onde sinais visuais e olfativos de flores de
Ca. trachelium foram testados contra os sinais equivalentes de E. vulgare e P. recta. Sinais
visuais e olfativos de inflorescéncias de Ca. trachelium, isoladamente ou em combinacio,
foram significativamente mais atrativos para machos e fémeas inexperientes de Ch. rapunculi
do que aqueles das plantas ndo hospedeiras E. vulgare e P. recta, corroborando as hipoteses
levantadas. Os resultados mostram que as abelhas sdo capazes de reconhecer inatamente as
flores de Ca. trachelium, utilizando tanto sinais visuais quanto olfativos. No entanto, apesar
de sinais visuais serem importantes na localizacio de plantas hospedeiras, os sinais olfativos,
com sua natureza mais complexa, devem ser responsdveis pelo reconhecimento especifico.
Abelha oligoléticas Ch. rapunculi sdo providas de adaptagbes visuais e olfativas,
geneticamente determinadas, que direcionam seu forrageio aos sinais florais de suas plantas
hospedeiras. Assim, guiadas por essa preferéncia neuroldgica inata, essas abelhas localizam e
visitam as flores das plantas hospedeiras desde sua emergéncia. Isso revela que a
comunicagdo quimico-olfativa e visual evoluiu nessa associacdo especializada entre abelhas e

flores e € um dos fatores que podem explicar a oligoletia.

Palavras-chave: abelhas especialistas, Campanula, comportamento de forrageio,

Chelostoma, Echium, gaiola experimental, Potentilla, preferéncia floral, sinais florais.
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3.2. Introducao

Angiospermas e abelhas evoluiram em uma estreita relacdo, marcada por um jogo de
interesses, no qual as plantas trocam recursos florais pelo servigo da polinizagcdo (Jordano,
1987; Bawa, 1990). Nessa interacdo, o pdélen possui um papel chave e conflitante para os
parceiros: gameta masculino das angiospermas, ele é também o principal alimento larval das
abelhas (Roubik, 1989; Michener, 2007). As larvas possuem um enorme requerimento de
pélen e, algumas vezes, a carga polinica de mais de 1000 flores pode ser necessdria para
suprir uma tnica larva (Miiller et al., 2006). Desta maneira, além de polinizadores, as abelhas
sao herbivoros vorazes (Westerkamp, 1996). A despeito desse grande requerimento polinico,
algumas abelhas restringem a coleta de pélen a plantas de um mesmo género ou familia para
aprovisionar suas crias, fendmeno esse conhecido por oligoletia (Robertson, 1925; Cane &
Sipes, 2006).

As flores das angiospermas desenvolveram ao longo de sua histéria evolutiva uma
grande variedade de formas, cores e odores que podem ser utilizadas por abelhas como fonte
de informacdo (Raguso, 2001; Chittka & Raine, 2006). As abelhas apresentam modalidades
sensoriais, i.e. visuais, olfativas, titeis e gustativas, capazes de receber e processar esses
sinais florais (Kevan & Lane, 1985; Lunau, 1992; 2000; Liu et al., 2004; Chittka & Raine,
2006; Raguso, 2008; 2009; Whitney et al., 2009). Para espécies oligoléticas, encontrar as
flores das suas poucas espécies hospedeiras € vital, porque suas larvas nio se desenvolvem no
pélen de plantas alternativas (Praz, Miiller & Dorn, 2008a). Assim, plantas hospedeiras
devem ser caracterizadas por sinais florais especificos (Dobson & Bergstrom, 2000; Détterl
& Vereecken, 2010), e as abelhas adaptadas sensorialmente para reconhecé-los e diferenci-
los dos sinais de outras plantas que ocorrem e florescem simultaneamente na natureza
(Sedivy et al., 2008).

Ao emergir de seus ninhos, as abelhas oligoléticas ainda nio tiveram contato com flores
e, nesse momento, preferéncias sensoriais inatas, controladas por adaptacdes geneticamente
determinadas, devem direcionar o seu forrageio aos sinais florais de plantas hospedeiras
(Praz, Miiller & Dorn, 2008b; Sedivy et al., 2008). De uma forma geral, os estudos realizados
até o momento sugerem que sinais visuais e olfativos estariam envolvidos no reconhecimento
das flores hospedeiras por abelhas oligoléticas (Dobson, 1987; Dobson & Bergstrom, 2000;
Déotterl et al., 2005; Burger, Dotterl & Ayasse, 2008; 2010a; b; Détterl & Vereecken, 2010).

Entre os sinais visuais, a cor das flores parece ser o mais importante na atragdo das abelhas.
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No entanto, a dificuldade das abelhas em diferenciar cores muito semelhantes (Dyer &
Chittka, 2004a; b; c), faz das cores uma informacdo relativamente redundante na natureza.
Em contrapartida, o sistema olfativo das abelhas é muito complexo, i.e. na antena de Apis
mellifera sao diferenciados pelo menos 163 receptores (Robertson & Wanner, 2009), o que
torna os sinais olfativos uma fonte de informagao mais diversificada do que os sinais visuais.
Assim, apesar dos sinais visuais serem importantes na atragdo das abelhas oligoléticas, sinais
olfativos especificos devem ser responsdveis pelo reconhecimento das plantas hospedeiras
(Détterl & Vereecken, 2010).

A abelha oligolética Chelostoma rapunculi (Lepeletier 1841) (Megachilidae) coleta
polen exclusivamente em flores de Campanula para aprovisionar suas células de cria
(Westrich, 1989; Schlindwein et al., 2005). No segundo capitulo desta tese, foi mostrado que
Ch. rapunculi apresenta uma atracdo inata por sinais florais visuais e olfativos, isoladamente
ou em combinacdo, da planta hospedeira Campanula trachelium (Campanulaceae). No
entanto, os sinais florais foram testados contra controles vazios. No presente capitulo, sinais
florais de plantas hospedeiras foram oferecidos contra aqueles de plantas ndo hospedeiras.
Foram testadas as hipdteses de que tanto machos quanto fémeas inexperientes de
Ch. rapunculi apresentam uma preferéncia inata por: 1) sinais olfativos; 2) sinais visuais e 3)
sinais olfativos + visuais da planta hospedeira Ca. trachelium em relacdo aos sinais florais
equivalentes das plantas ndo hospedeiras Echium vulgare (Boraginaceae) e Potentilla recta

(Rosaceae).

3.3. Material e Métodos

3.3.1. A abelha

Chelostoma rapunculi (Lepeletier 1841) é uma abelha solitdria univoltina, ativa entre
os meses de junho e agosto. Essa espécie, especializada na coleta de pdlen em flores de
Campanula, ocorre por quase toda a Alemanha e nidifica em cavidades pré-existentes de

madeira velha e em ninhos-armadilha (Westrich, 1989).

3.3.2. As plantas

Campanula trachelium L é uma erva perene que floresce entre os meses de junho e
setembro (Schmeil & Fitschen, 2003). Suas flores hermafroditas, de coloracdo azul-violeta,

sdo protandricas e auto-incompativeis e dependem de abelhas para serem polinizadas
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(Binnenbose, 1995). O pdlen € apresentado secundariamente no estilete coberto por pélos
invagindveis, uma caracteristica tipica do género Campanula (Shetler, 1979).

Echium vulgare L. (Boraginaceae) é uma erva perene bianual que floresce entre junho e
outubro (Schmeil & Fitschen, 2003). Essa espécie xenogdmica apresenta individuos com
flores hermafroditas ou femininas (ginodioecia) (Klinkhamer, de Jong & Wesselingh, 1991).
Suas flores azuis sdo dispostas em inflorescéncias cimosas, polinizadas por abelhas
(Klinkhamer et al., 1991; Rademaker, De Jong & Klinkhamer, 1997).

Potentilla recta L. (Rosaceae) ¢ uma erva perene que floresce entre junho e julho
(Schmeil & Fitschen, 2003). Suas flores amarelas e hermafroditas sdo auto-incompativeis e
dependem de insetos, principalmente abelhas, para serem polinizadas. (Werner & Soule,
1976; Batra, 1979).

Essas duas ultimas espécies ocorrem e florescem simultaneamente com Ca. trachelium.
Assim, abelhas Ch. rapunculi sdo confrontadas com a opg¢do de visitar flores de uma das trés

plantas durante a atividade de forrageio no campo.

3.3.3. A gaiola experimental

A preferéncia inata de machos e fémeas de Ch. rapunculi por sinais florais de diferentes
plantas, hospedeiras e ndo hospedeiras, foi estudada entre junho e julho de 2010 em uma
gaiola experimental (7,2 x 3,6 x 2,2 m). A gaiola foi construida dentro de uma casa de
vegetacdo (6,5 x 17 m), no Jardim Botanico-Ecoldgico da Universidade de Bayreuth,
Alemanha. As janelas laterais (2 x 15 m2) e o teto da casa de vegetacdo (2 x 20 m2) foram
abertas, permitindo entrada de luz natural sem ser filtrada pelos vidros. Na gaiola
experimental, foram oferecidas as abelhas as condi¢cdes mais similares possiveis aquelas
encontradas na natureza. As abelhas de Ch. rapunculi emergiram diretamente na gaiola, a
partir de ninhos aprovisionados em 2009 por uma populacio de abelhas criadas em condi¢des
similares (Milet-Pinheiro et al. capitulo 2). Para prevenir qualquer contato das abelhas recém-
emergidas com flores das plantas a serem testadas (Ca. trachelium, E. vulgare e P. recta),
nenhuma dessas plantas foi disponibilizada na gaiola experimental até que todos os
experimentos tivessem sido terminados. Durante este periodo, foram oferecidas as abelhas
dgua acucarada (30%, frutose e glicose 1:1) em alimentadores artificiais (esponjas) e algumas
plantas meliferas (Geranium pratense - Geraniaceae, Lythrum salicaria - Lythraceae, Sinapis
arvensis e Brassica sp.- Brassicaceae). Ninhos armadilhas, latas cilindricas preenchidas com
ramos de Phragmites australis (Poaceae), foram disponibilizados como substratos para

nidificacdo. Nessas condicdes foi estabelecida uma populacdo de Ch. rapunculi, onde os
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individuos forrageavam em busca de energia (néctar) e copulavam frequentemente. Embora
essas abelhas tenham adquirido experiéncia de forrageio em flores de uma forma geral, elas
permaneceram inexperientes em relacdo as flores de plantas hospedeiras e ndo hospedeiras a

serem testadas.

3.3.4. Experimentos comportamentais

Para verificar a preferéncia inata de Ch. rapunculi por sinais florais visuais e olfativos
(isolados ou em combinagdo) de diferentes plantas (hospedeiras e ndo hospedeiras),
experimentos de duas escolhas com abelhas inexperientes foram realizados. Inflorescéncias
de plantas hospedeiras (Ca. trachelium) e nao hospedeiras (E. vulgare e P. recta) foram
encobertas com diferentes cilindros de vidro de quartzo (29 cm de comprimento e 10 cm de
diametro) e apresentadas as abelhas, de tal forma que apenas os sinais florais desejados foram
oferecidos.

A atrag@o das abelhas por sinais olfativos isoladamente foi testada utilizando-se um
cilindro preto com 60 orificios (didmetro de 0,2 cm). O cilindro foi pintado com um verniz
preto fosco e, durante uma semana, foi deixado em uma estufa a 50° C para eliminar a
emissdo de cheiro do verniz. O ar no interior do cilindro, enriquecido com os volateis das
inflorescéncias, foi soprado através dos orificios por uma bomba de membrana (G12/01 EB,
Rietschle Thomas, Puchheim, Alemanha) a um fluxo continuo de 1 {/min. Para testar a
atracdo das abelhas por sinais visuais isoladamente, inflorescéncias foram encobertas com um
cilindro transparente sem orificios. Por fim, para testar a atratividade os sinais visuais e
olfativos em combinagdo, inflorescéncias foram encobertas com um cilindro transparente
com 60 orificios. O ar no interior do cilindro foi soprado como descrito para o cilindro preto.

Experimentos comportamentais de duas escolhas foram realizados na seguinte ordem:
1) Sinais olfativos da planta hospedeira vs. sinais olfativos de plantas ndo hospedeiras;
2) Sinais visuais da planta hospedeira vs. sinais visuais de plantas ndo hospedeiras e 3) Sinais
visuais + olfativos da planta hospedeira vs. sinais visuais + olfativos de plantas nio
hospedeiras. Para cada sinal floral testado (isoladamente ou em combinacio), inflorescéncias
de Ca. trachelium foram oferecidas contra inflorescéncias de E. vulgare ou P. recta,
totalizando seis experimentos de duas escolhas.

Todos os experimentos foram conduzidos em dias ensolarados entre 10:00 e 15:00 h,
hordrio de maior atividade das abelhas. Cada experimento teve uma duragdo de 30 min,
divididos em duas secdes de 15 min, quando a posi¢ao dos cilindros foi trocada. Os cilindros

foram posicionados a 1,5 m de distancia. As respostas das abelhas (voos em direcdo ao
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cilindro até uma distincia de 5 cm ou menos) foram registradas. As abelhas que responderam
aos cilindros foram coletadas, marcadas individualmente e armazenadas em uma caixa
térmica até o fim do experimento em andamento, quando foram liberadas na gaiola
experimental. Dessa forma, um individuo participou apenas uma vez em um determinado
experimento, mas talvez tenha participado em diferentes experimentos. Devido a fatores
estocdsticos, tais como morte e eventualmente fuga, o nimero total de abelhas na gaiola

variou entre os experimentos (entre 50 e 100 abelhas).

3.3.5. Andlise de reflectincia e hexdgono de cores

Andlises de reflectancia foram realizadas para determinar quantitativamente a cor das
corolas de Ca. trachelium, E. vulgare e P. recta. Propriedades da reflectancia das pétalas
(n=3 para cada espécie), foram determinadas com o espectrofotdmetro Varian Cary 5
(Varian, Inc, Palo Alto, CA, EUA), seguindo as técnicas descritas em Chittka & Kevan
(2005).

Para avaliar como abelhas de Ch. rapunculi percebem as flores, foram determinados os
loci do estimulo da cor no hexdgono de cores (Chittka, 1992), usando o espectro da corola de
cada espécie vegetal. Comprimentos de ondas acima de 700 nm foram desconsiderados
porque o receptor de vermelho € ausente na maioria das abelhas (Peitsch ef al., 1992). A
distancia entre os loci dos estimulos de cor de cada espécie no hexdgono foi calculada.
Adicionalmente, foi calculada a distancia entre o locus de cada espécie e o locus do ponto
nao colorido, que € estimulo do background com reflectincia constante (Chittka et al., 1994).
Para isso, foi utilizada a funcio de reflectdncia de uma folha verde tipica (background) e um
espectro padrdo D65 de irradiancia luminosa diurna (Wyszecki & Stiles, 1982).

Como o sistema visual € muito similar para a maioria das abelhas (Peitsch et al., 1992),
as funcdes de sensitividade de espectros da Apis mellifera (Chittka & Kevan, 2005) foram
consideradas apropriadas para Ch. rapunculi. As cores percebidas pelas abelhas foram
categorizadas como UV, UV-azul, azul, azul-verde, verde, UV-verde e néo colorido (Chittka
et al., 1994). Abelhas sdao capazes de distinguir cores com distancia de pelo menos 0,1

unidades de hexdgono (Dyer & Chittka, 2004a).

3.3.6. Andlises estatisticas

A diferenca na reposta das abelhas (machos e fémeas separadamente) entre os

tratamentos pareados em cada experimento comportamental foi verificada a partir do teste de
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Qui-quadrado, comparando eventos observados versus esperados. Todos os testes foram

realizados com o programa Statistica 7 (StatSoft, 2004).

3.4. Resultados

3.4.1. Experimentos comportamentais
Sinais visuais e olfativos de inflorescéncias de Ca. trachelium, isoladamente ou em
combinagdo, foram significativamente mais atrativos para machos e fémeas de Ch. rapunculi

do que aqueles da espécie ndo hospedeira E. vulgare (testes de Qui-quadrado, p < 0,05; Fig.

1.

Echium vulgare Campanula trachelium
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Fig. 1 Respostas de machos (barras brancas) e fémeas inexperientes (barras cinzas) de Chelostoma
rapunculi aos sinais olfativos e visuais (isolados ou em combinag¢do) de inflorescéncias de Campanula
trachelium e Echium vulgare em experimentos de duas escolhas. Nimeros dentro das barras indicam
o nimero absoluto de respostas das abelhas. A diferenca em cada experimento pareado foi verificada
a partir do teste de Qui-quadrado, comparando os eventos observados vs. esperados, p < 0,05 (¥);
p <0,01(¥*); p < 0,001 (***).

Um padrio similar foi observado quando inflorescéncias de Ca. trachelium foram
oferecidas contra aquelas da espécie ndo hospedeiras P. recta. Em geral, os sinais florais de
Ca. trachelium (visuais e olfativos, isolados ou em combinac¢do) também atrairam mais
abelhas inexperientes de Ch. rapunculi (machos e fémeas) do que P. recta (testes de Qui-

quadrado, p <0,05; Fig. 2). No entanto, sinais olfativos de Ca. trachelium foram apenas
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marginalmente mais atrativos para os machos de Ch. rapunculi do que aqueles de P. recta

(p < 0,052).

Potentilla recta Campanula trachelium
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I ] 1 1 T ] T 1
100 50 0 50 100

Respostas das abelhas (%)

Fig. 2 Respostas de machos (barras brancas) e fémeas (barras cinzas) inexperientes de Chelostoma
rapunculi aos sinais olfativos e visuais (isolados ou em combinagdo) de inflorescéncias de Campanula
trachelium e Potentilla recta em experimentos de duas escolhas. Numeros dentro das barras indicam o
nimero absoluto de respostas das abelhas. A diferenca em cada experimento pareado foi verificada a
partir do teste de Qui-quadrado, comparando os eventos observados vs. esperados, p < 0,05 (*);
p < 0,01(**); n.s. indica diferenca ndo significativa (p > 0,05).

Durante toda a fase de experimentos comportamentais, foi observado que, quando
plantas hospedeiras estavam ausentes na gaiola, machos e fémeas de Ch. rapunculi
forrageavam por néctar em flores das espécies ndo hospedeiras Geranium pratense, Lythrum
salicaria, Sinapis arvensis e Brassica sp. e em alimentadores artificiais. Na ausé€ncia de pdlen
das plantas hospedeiras, as fémeas ndo iniciaram a atividade de nidificacdo. Assim que
plantas de Ca. trachelium foram inseridas na gaiola, machos e fémeas restringiram o
forrageio as suas flores, negligenciando as ndo hospedeiras. Nesse momento, além de néctar,

as fémeas coletaram polen em Ca. trachelium e iniciaram o aprovisionamento dos ninhos.

3.4.2. Andlise de reflectincia e hexdgono de cores

A corola de Ca. trachelium e E.vulgare refletiram a luz predominantemente nos
comprimentos de onda azul e vermelho. Ambas as espécies refletiram pouca luz ultravioleta.

P. recta refletiu luz UV fortemente, mas a reflectincia do comprimento de onda amarelo e
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vermelho foi mais pronunciada (Fig. 3). A andlise das cores das corolas no hexdgono de cores
mostrou que C. trachelium e E. vulgare sdo UV-azul para as abelhas e P. recta UV-verde
(Fig. 4). As distancias entre o locus de C. trachelium e aqueles de E. vulgare e P. recta foram

0,02 e 0,29, respectivamente (Tabela 1).

100
90 A

Reflectancia (%0)

300 330 360 390 420 450 480 510 540 570 600 630 660 690

Comprimento de onda (1m)

Fig.3 Reflectancia média (n = 3) das corolas de Campanula trachelium, Echium vulgare e Potentilla
recta.
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Fig. 4 Comparac@o da cor das corolas de Campanula trachelium, Echium vulgare e Potentilla recta
no hexagono de cores.
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Tabela 1 Categoria de cores (para a visdo das abelhas) e distancias entre os loci de Campanula
trachelium, Echium vulgare e Potentilla recta entre si e para o centro no hexdgono de cores.

Cor para  Distincia (unid. de hexdgono) entre os loci das cores

Espécie

abelha E. vulgare P. recta  Centro do hexdgono
Campanula trachelium UV-azul 0,02 0,31 0,21
Echium vulgare UV-azul 0,30 0,20
Pontetilla recta UV-verde 0,13

3.5. Discussao

Os resultados mostram que, mesmo na presenca de plantas alternativas, tanto machos
quanto fémeas de Ch. rapunculi apresentam uma preferéncia inata pelos sinais visuais e
olfativos, isoladamente ou em combinagdo, de sua planta hospedeira Ca. trachelium. Assim,
guiadas por essa preferéncia neuroldgica inata, abelhas de Ch. rapunculi visitam flores das
plantas nas quais sdo oligoléticas desde sua emergéncia, o que demonstra a intima relagéo

entre ambos 0s parceiros.

3.5.1. Preferéncia inata de forrageio de Chelostoma rapunculi

Recentemente, Sedivy ef al. (2008) demonstraram que abelhas oligoléticas sdo providas
de adaptagoes fisioldgicas (digestivas) e neuroldgicas (cognitivas) para explorar os recursos
florais de suas plantas hospedeiras. De acordo com os autores, essas adaptacoes,
geneticamente determinadas, estariam limitando a capacidade das abelhas oligoléticas
utilizarem poélen de plantas alternativas e, consequentemente, conservando o hébito alimentar
especializado. Alguns indicios suportam essa hipdtese. Estudos experimentais mostraram que
a maioria das larvas de abelhas oligoléticas ndo se desenvolve ou apresenta um crescimento
muito limitado em pélen de plantas ndo hospedeiras (Guirguis & Brindley, 1974; Praz et al.,
2008a). Isso deve estar relacionado a limitagcdes das especialistas em digerir grdos de pdlen
de diferentes grupos vegetais, que apresentam composi¢des protéicas diversificadas
(Roulston, Cane & Buchmann, 2000; Roulston & Cane, 2002; Weiner et al., 2010).
Curiosamente, a abelha oligolética Heriades truncorum, uma das poucas espécies capaz de se
desenvolver em fontes polinicas alternativas, preferiu o pélen de suas flores hospedeiras
originais (Asteraceae) mesmo que, enquanto larvas, tivessem sido alimentadas com pdlen de
Echium vulgare e Ca. rotundifolia (Praz et al., 2008b). Assim, em detrimento da hipdtese do
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condicionamento aos voldteis de pdlen durante o estdgio larval (Linsley, 1958), esses autores
sugeriram que o reconhecimento inato das flores de plantas hospedeiras teria uma base
genética e seria controlado por adaptacdes neuroldgicas.

Neste estudo, diversas evidéncias mostram que Ch. rapunculi também apresenta
adaptacdes neurologicas, geneticamente determinadas, relacionadas as flores de Campanula:
1) machos e fémeas inexperientes preferiram sinais visuais e olfativos da planta hospedeira;
2) durante a fase em que plantas hospedeiras ndo foram oferecidas na gaiola experimental, as
fémeas inexperientes de Ch. rapunculi ndo iniciaram a atividade de nidificacdo, muito
embora elas tivessem visitado flores das ndo hospedeiras Geranium pratense, Lythrum
salicaria, Sinapis arvensis e Brassica sp. para tomar néctar; 3) Assim que as plantas de Ca.
trachelium - hospedeiras de pdlen - foram inseridas na gaiola, tanto machos quanto fémeas
restringiram o forrageio por néctar e pdlen a essas flores, negligenciando as niao hospedeiras;
4) Imediatamente apds a retirada das plantas de Campanula da gaiola, as f€meas
interrompiam o aprovisionamento de ninhos (Milet-Pinheiro et al., capitulo 2 e 4) e 5) sinais
visuais, diferentemente dos olfativos, ndo podem ser aprendidos durante o estdgio larval
(Linsley, 1958). Além do mais, nessa espécie, a restricio alimentar é determinada por
adaptacdes fisioldgicas, o que impede o desenvolvimento das suas larvas em fontes polinicas
alternativas (Praz et al., 2008a). Portanto, essa nitida preferéncia neuroldgica por sinais
florais de plantas hospedeiras, juntamente com limita¢des digestivas, restringem a capacidade
da abelha oligolética Ch. rapunculi utilizar pdélen de espécies alternativas e,
consequentemente, se tornar polilética.

A comparag@o do comportamento de machos e fémeas em relagdo aos sinais florais das
plantas hospedeiras evidencia outro aspecto interessante nessa associacdo. Apesar de machos
e fémeas apresentarem relacdes diferentes com as flores (Roubik, 1989; Michener, 2007), em
Ch. rapunculi a preferéncia inata pelos sinais florais da planta hospedeira foi observada para
os dois sexos. Para machos de abelhas, que visitam flores principalmente para coletar néctar,
a restricdo de forrageio a flores de um mesmo gé€nero ou familia pode parecer uma
desvantagem evolutiva. No entanto, em abelhas oligoléticas, a restricdo de forrageio as fontes
exclusivas de pdlen das fémeas pode significar um maior sucesso reprodutivo para os
machos, sem prejudicar a busca por alimento (Oliveira & Schlindwein, 2010). De fato, a
patrulha por fémeas em flores de plantas hospedeiras é uma estratégia reprodutiva bem
estabelecida, que ja foi observada em machos de diversas espécies oligoléticas (Wittmann et

al., 1990; Schlindwein & Wittmann, 1995; Medeiros & Schlindwein, 2003; Schlindwein,
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2004; Milet-Pinheiro & Schlindwein, 2010; Oliveira & Schlindwein, 2010; Schlindwein, Pick
& Martins, 2010).

3.5.2. Sinais visuais e olfativos de flores de Campanula trachelium, Echium vulgare e

Potentilla recta

A maior atratividade de sinais visuais e olfativos de Ca. trachelium em relacdo aos de
E. vulgare e P. recta para abelhas de Ch. rapunculi, demonstra que essas plantas apresentam
sinais florais proprios que podem ser diferenciados pelas abelhas. Visualmente, as abelhas
sdo capazes de distinguir flores de diferentes espécies através do tamanho, da forma, e
principalmente, cor (Dafni, Lehrer & Kevan, 1997; Briscoe & Chittka, 2001; Ne’eman &
Kevan, 2001; Spaethe, Tautz & Chittka, 2001; Chittka & Raine, 2006). A comparacao da cor
das corolas no hexagono de cores (Chittka, 1992) mostra que as flores de Ca. trachelium e E.
vulgare sdo UV-azul para as abelhas e as de P. recta UV-verde. Além do mais, a avaliacdo da
distincia entre os pontos de cada espécie no hexdgono mostra que, utilizando a cor, Ch.
rapunculi seria capaz de diferenciar as flores de Ca. trachelium das de P. recta, mas ndo das
de E. vulgare. Ainda assim, machos e fémeas de Ch. rapunculi preferiram os sinais visuais de
Ca. trachelium aos de E. vulgare, indicando que uma diferenca adicional estaria
determinando essa preferéncia visual.

O fato das flores de Ca. trachelium serem bem maiores do que as de E. vulgare
(Klinkhamer et al., 1991; Binnenbose, 1995), e de flores maiores serem mais facilmente
detectadas por abelhas (Spaethe ef al., 2001), poderia explicar essa diferenca. Por exemplo,
para a abelha oligolética Hoplitis adunca, sinais visuais da planta hospedeira E. vulgare
foram igualmente atrativos aos de Anchusa officinalis, que tem flores de tamanho e cor
similares (Burger et al., 2010b). Isso quer dizer que, sinais visuais de flores, nesse caso a cor,
podem ser repetitivos (ver também Nilsson, 1983) e, consequentemente, flores hospedeiras
devem ser providas de sinais mais especificos que permitam que as abelhas oligoléticas as
reconhecam.

Diferentemente de sinais visuais, a composi¢do de odores florais é geralmente espécie-
especifica (Gregg, 1983; Knudsen & Mori, 1996; Dobson et al., 1997; Knudsen, 1999;
Jirgens, Witt & Gottsberger, 2002; Raguso et al., 2003; 2006), o que pode ser utilizado pelas
abelhas para distinguir diferentes espécies vegetais (Ayasse, 2006). A preferéncia de machos
e fémeas inexperientes de Ch. rapunculi por sinais olfativos de Ca. trachelium em relagdo aos
de E. vulgare e P. recta ndo s6 mostra que a composi¢do de odores florais dessas trés

espécies € diferente, mas também que as abelhas sdo capazes de reconhecer suas plantas
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hospedeiras, a partir de seus odores. A comparagdo do buqué de odores florais de
Ca. trachelium (Milet-Pinheiro et al. capitulo 4) e E. vulgare (Burger et al., 2010a) evidencia
poucos compostos em comum. Infelizmente, os volateis florais de P. recta ainda ndo foram
descritos.

Em sintese, os resultados apresentados sugerem que, apesar de sinais visuais serem
importantes na atracdo de abelhas oligoléticas, os sinais olfativos (odores florais)
desempenham um papel crucial, caracterizando especificamente as plantas hospedeiras.
Assim, Ch. rapunculi deve utilizar composi¢des especificas de odores florais para identificar
as flores hospedeiras. Os volateis florais envolvidos no reconhecimento da planta hospedeira

Ca. trachelium pelas abelhas oligoléticas Ch. rapunculi sdo discutidos no capitulo 4.

3.5.3. A gaiola experimental e o estudo de respostas inatas e adquiridas

O estudo das respostas comportamentais inatas de abelhas a sinais florais é importante
para entender aspectos evolutivos da sua interacdo com as flores associadas. Na natureza, é
praticamente impossivel determinar uma resposta inata pelos seguintes motivos: 1) as
abelhas, incluindo as oligoléticas, tém uma grande capacidade de aprendizado (Dobson,
1987; Dobson & Bergstrom, 2000; Chittka, 2002; Dotterl et al., 2005; Leadbeater & Chittka,
2007; Raine & Chittka, 2007; Molet, Chittka & Raine, 2009; Burger et al., 2010b) e, apds
poucas visitas, o seu comportamento ja € influenciado por experiéncias frustradas ou exitosas
em uma determinada fonte floral e 2) a observacdo de um individuo, do momento de sua
emergéncia até sua primeira visita € pouco provdvel, uma vez que as abelhas voam
rapidamente, sem padrdo definido. Assim, para estudar respostas comportamentais inatas, a
criacdo de abelhas em gaiolas experimentais, onde as condi¢des sdo controladas, parece ser a
unica alternativa. Na gaiola experimental utilizada neste trabalho, populagdes das abelhas
oligoléticas Macropis fulvipes, Hoplitis adunca, Chelostoma rapunculi e Heriades truncorum
foram estabelecidas exitosamente em 2006, 2007, 2009 e 2010, respectivamente. Entre as
grandes vantagens dessa metodologia destacam-se: 1) o grande ntiimero de individuos
disponiveis para os estudos; 2) a possibilidade de acompanhar espécimes individualmente, a
partir da marcacdo; 3) de manter abelhas inexperientes por um longo periodo de tempo e 4)
de manter populacdes durante vérios anos, permitindo o teste de novas hipdteses que
surgirem durante a pesquisa. O comportamento natural apresentado por essas abelhas nos
diferentes estudos (Dotterl & Schiffler, 2007; Burger et al., 2008; 2010b; Schiffler &

Dotterl, 2010) mostra que os resultados adquiridos s@o robustos e confidveis, confirmando a
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eficiéncia deste tipo de metodologia na avaliagdo ndo apenas de respostas inatas, mas também

de comportamentos adquiridos ap6s experiéncia de forrageio.
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4.1. Resumo

Abelhas oligoléticas coletam pélen em plantas de um ou mais géneros da mesma familia para
alimentar suas larvas. Consequentemente, essas abelhas devem utilizar “marcadores” florais
especificos para reconhecer as plantas hospedeiras. No entanto, os sinais florais especificos
envolvidos nesse reconhecimento ainda s@o pouco conhecidos. O objetivo desse estudo foi
investigar quais voldteis florais abelhas oligoléticas Chelostoma rapunculi utilizam para
reconhecer plantas hospedeiras de Campanula trachelium. A partir de técnicas de
cromatografia gasosa acoplada a detec¢do eletroantenogriafica (GC-EAD), cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e da realizacdo de experimentos
comportamentais com substincias eletrofisiologicamente ativas, foram identificados os
volateis florais de Ca. trachelium responsaveis pela atracdo de Ch. rapunculi. As flores de
Ca. trachelium emitiram 59 compostos volateis, mas apenas dez respostas fisiologicas foram
registradas na antena das abelhas. Nos experimentos comportamentais, as abelhas
inexperientes de Ch. rapunculi responderam apenas as misturas sintéticas com todos os
compostos eletrofisiologicamente ativos ou a mistura de espiroacetais. Apds experiéncia de
forrageio nas flores hospedeiras, as abelhas também responderam aquelas misturas de
benzendides, terpenos e alifiticos. Além do mais, a mistura de espiroacetais foi tdo atrativa
quanto inflorescéncias de Ca. trachelium para abelhas inexperientes, o que ndo aconteceu
para abelhas experientes. Em sintese, os resultados mostram que abelhas inexperientes de Ch.
rapunculi utilizam voléteis florais raros (espiroacetais) para reconhecer plantas hospedeiras

de Ca. trachelium e que apds experiéncia o padrio inato de forrageio das abelhas € alterado.

Palavras chave: abelhas oligoléticas, Chelostoma, Campanula, cromatografia gasosa
acoplada a deteccdo eletroantenografica (GC-EAD), cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa (GC-MS), reconhecimento floral, espiroacetais, voldteis florais.
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4.2. Introducao

As abelhas utilizam sinais florais como cor, tamanho, e odores para encontrar e
selecionar suas fontes de alimento (Lunau 1995; Dobson & Bergstrom 2000; Chittka & Raine
2006). As plantas produzem um grande numero de volateis florais, em buques complexos,
que podem ser utilizados pelas as abelhas tanto para discriminar diferentes espécies vegetais,
quanto para avaliar a disponibilidade de recurso (e.g. néctar e pdlen) nas flores (Dobson,
Bergstrom & Groth 1990; Bergstrom, Dobson & Groth 1995; Dobson, Groth & Bergstrom
1996; Dobson, Danielson & Van Wesep 1999; Ayasse et al. 2000; Dobson & Bergstrom
2000; Howell & Alarcén 2007; Burger et al. 2010). Em associagdes especializadas, como
aquelas entre abelhas oligoléticas e suas plantas hospedeiras, acredita-se que os volateis
florais desempenham um papel chave no reconhecimento das fontes exclusivas de pdlen
(Dobson & Bergstrom 2000; Détterl & Vereecken 2010).

Abelhas oligoléticas restringem a coleta de pdlen a plantas de um mesmo género ou
familia para aprovisionar suas larvas (Robertson 1925; Cane & Sipes 2006; Miiller &
Kuhlmann 2008). Assim, plantas hospedeiras devem ser providas de marcadores florais
especificos que permitam que as abelhas as reconhecam, e recentes evidéncias mostraram que
perfumes florais desempenhariam essa funcdo. A primeira evidéncia experimental que
abelhas oligoléticas utilizariam perfumes florais para diferenciar plantas hospedeiras de ndo
hospedeiras foi encontrada por Dobson (1987). Em experimentos comportamentais, abelhas
inexperientes da espécie ecleticamente oligolética Colletes fulgidus longiplumosus
(Colletidae) preferiram os odores florais de sua principal planta hospedeira Grindelia stricta
(Asteraceae) em relacdo aqueles de plantas nido hospedeiras. No entanto, nesses
experimentos, os volateis florais envolvidos no reconhecimento das plantas hospedeiras ndo
foram investigados.

O papel de compostos florais individuais no reconhecimento de plantas hospedeiras por
abelhas oligoléticas foi investigado em poucos sistemas. Dobson & Bergstrom (2000), por
exemplo, mostraram que abelhas inexperientes de Chelostoma florisomne (Megachilidae)
utilizam protoanemonina, um composto floral raro, para encontrar flores hospedeiras de
Ranunculus (Ranunculaceae). Ja Dotterl et al. (2005), utilizando técnicas de cromatografia
gasosa acoplada a deteccdo eletroantenogrifica (GC-EAD), identificaram 16 compostos
florais em duas espécies de Salix (11 compostos encontrados em ambas as espécies), ativos

nas antenas da abelha oligolética Andrena vaga (Andrenidae). A atividade comportamental
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de 1,4-dimetoxybenzeno, salicilato de metila, (E E)-o-farneseno, e 2-feniletanol
(isoladamente ou em mistura) em A. vaga foi confirmada em bioensaios com abelhas
forrageando no campo (Détterl & Vereecken 2010). Finalmente, Andrews et al. (2007)
mostraram que os compostos florais comuns 1,2,4-trimetoxybenzeno e (E)-cinamaldeido de
Cucurbita moschata (Curcubitaceae) atraem fémeas de Peponapis pruinosa (Apidae), uma
abelha oligolética em pdlen de Cucurbita.

De uma maneira geral, esses estudos avaliaram o papel de volateis florais individuais
na atragdo de abelhas oligoléticas. No entanto, em nenhum estudo foram identificados
marcadores quimicos especificos das plantas hospedeiras, que poderiam ser utilizados pelas
abelhas oligoléticas como chave para o reconhecimento. Por exemplo, os compostos
identificados como responsdveis pela atracdo das abelhas oligoléticas C. florisomne, A. vaga
e P. pruinosa ou sdo compostos comuns registrados em perfumes florais de diversas espécies
vegetais ou sdo compostos incomuns, mas, ainda assim, ndo exclusivos das plantas
hospedeiras (Knudsen et al. 2006). Além do mais, alguns dos compostos ativos encontrados
em Salix caprea e S. atrocinerea nao foram registrados em outras espécies de Salix, também
visitadas por A. vaga (Détterl et al. 2005; Dotterl & Vereecken 2010). No presente cendrio, o
exato meio no qual as abelhas oligoléticas encontram suas flores hospedeiras ainda é
desconhecido. Mesmo assim, existem alguns indicios de que as abelhas oligoléticas
reconheceriam suas plantas hospedeiras a partir de compostos florais altamente especificos, o
que ainda precisa ser testado experimentalmente (Dobson & Bergstrom 2000; Détterl et al.
2005; Burger et al. 2010; Doétterl & Vereecken 2010).

Chelostoma rapunculi (Lepeletier 1841) € uma abelha estreitamente oligolética que
coleta pélen exclusivamente em espécies de Campanula (Westrich 1989). Recentemente, um
estudo experimental mostrou que abelhas inexperientes de Ch. rapunculi apresentam uma
atracdo inata pelos sinais florais visuais e olfativos (isoladamente ou em combinagdo) da
planta hospedeira Ca. trachelium (Milet-Pinheiro et al. capitulo 2). Além do mais, essas
abelhas preferem os sinais florais de suas plantas hospedeiras do que aqueles de plantas nio
hospedeiras como Echium vulgare (Boraginaceae) e Potentilla recta (Rosaceae) (Milet-
Pinheiro et al. capitulo 3). Assim, Ca. trachelium deve apresentar caracteristicas florais
proprias (i.e. odores florais) que permitam que as abelhas as diferenciem de outras plantas.
No entanto, os volateis florais emitidos por esta planta e envolvidos na atracio dessas abelhas

ainda sdo desconhecidos.
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O objetivo do presente estudo foi identificar os volateis florais de Ca. trachelium e
avaliar sua funcdo para as abelhas oligoléticas Ch. rapunculi, para responder as seguintes
perguntas: 1) Quais os compostos florais de Ca. trachelium atraem abelhas de Ch. rapunculi?
2) As flores de Ca. trachelium emitem compostos florais raros? e 3) A experiéncia com flores
altera o padrao quimico inato de forrageio das abelhas? Esse trabalho testou a hipotese de que
abelhas Ch. rapunculi reconhecem suas plantas hospedeiras Ca. trachelium a partir de

compostos florais altamente especificos.

4.3. Material e métodos

4.3.1. Amostra de voldteis florais

Volateis florais foram amostrados a partir de inflorescéncias de Ca. trachelium,
utilizando as técnicas de headspace dinamico (Dotterl, Wolfe & Jiirgens 2005). As plantas
foram cultivadas na casa de vegetagdo do Departamento de Sistemdtica Vegetal,
Universidade de Bayreuth, Alemanha. Inflorescéncias de trés individuos, com
aproximadamente 80 flores ao todo, foram envolvidas com sacos de poliéster (Toppits®). Os
volateis das inflorescéncias foram, entdo, acumulados durante 30 min. Apds isso, o ar,
enriquecido com voléteis florais, foi sugado durante 4 h através de filtros adsorventes com o
auxilio de uma bomba de membrana (G12/01 EB, Rietschle Thomas, Puchheim, Alemanha).
A bomba operou com um fluxo de ar de 200 ml/min. Os tubos adsorventes sdo microtubos de
quartzo (ChromatoProbe, Varian Inc.), com 15 mm de comprimento e 2 mm de didmetro
interno, cortado na extremidade fechada e preenchido com uma mistura de 1,5 mg Tenax-TA
(mesh 60-80, Supelco) e 1,5 mg de Carbotrap (mesh 20-40, Supelco). A mistura foi fixada
nos tubos utilizando-se 12 de vidro (Détterl & Jiirgens 2005).

Adicionalmente, amostras em solvente também foram coletadas. Para isso, foram
utilizados tubos de vidro preenchidos com 20 mg da mesma mistura. O método foi 0 mesmo
como descrito acima, com a exce¢do de que os voldteis foram coletados durante um periodo
de 8 h (das 10:00 as 18:00 h), com um fluxo de ar de 100 ml/min. Os volateis retidos nos
tubos adsorventes foram lavados com 80 pl de acetona (99.8%, Merck).

Para detectar compostos nao oriundos de flores (partes vegetativas) e contaminantes do
ambiente, amostras de headspace das folhas (plantas pré-floracdo envolvidas por sacos de
forno) e controles brancos (sacos vazios) foram coletadas utilizando os dois tipos de tubos
adsorventes, seguindo os mesmos métodos ja descritos anteriormente. Todas as amostras de
headspace coletadas (nos tubos adsorventes ¢ em solvente) foram armazenados
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individualmente em frascos de vidro (2 ml) a -20°°C, até as andlises de GC-EAD ou GC-MS,

ambos equipados com um injetor para dessor¢do térmica (ver abaixo).

4.3.2. Eletrofisiologia

Andlises eletrofisiologicas (GC-EAD) das amostras de headspace de Ca. trachelium
foram realizadas em um cromatdgrafo gasoso (HP 5890 Series 2, Hewlett-Packard, Palo Alto,
CA), equipado com um FID e uma interface de EAD, provida pela Syntech (Kirchzarten,
Alemanha), o mesmo sistema descrito por Dotterl et al. (2005). Amostras de headspace (nos
microtubos de quartzo ou 1 ul das amostras em solvente) foram injetadas, utilizando uma
sonda de cromatografia (ChromatoProbe, AvivAnalytical, Hod Hasharon, Israel) anexada ao
injetor. A temperatura inicial do forno do GC foi de 60° C e a temperatura do injetor 220° C.
A valvula do divisor foi entdo aberta apds 1 min e a temperatura do forno aumentada a uma
taxa de 10° C/min até atingir 220° C. Essa temperatura final foi mantida por 5 min. Uma
coluna ZB-5 foi utilizada para as andlises (30 m de comprimento, 0,32 mm de didmetro
interno e uma espessura de filme de 0,25 mm, Phenomenex). O efluente foi dividido
[utilizando um divisor de quatro vias (GRAPHPACK 3D/2, Gerstel, Miilheim, Alemanha)] e
16 ml/min de gas de arraste (Hélio) foi adicionado. A saida do EAD foi colocada em um
fluxo de ar estéril e umidificado, direcionado diretamente a antena da abelha. Antenas de
fémeas recém-emergidas de Ch. rapunculi (n = 6) foram testadas. Para as andlises, as antenas
foram cortadas em ambas as extremidades e montadas entre dois eletrodos. Os eletrodos
foram preenchidos com solugdo fisiologica de insetos (8,0 g/l NaCl, 0,4 g/l KCI, 04 g/l
CaCl2) e conectados a fios de prata. Compostos foram considerados eletrofisiologicamente

ativos quando estimularam respostas na antena de pelo menos trés individuos.

4.3.3. Andlises quimicas

Com o objetivo de identificar os volateis florais de Ca. trachelium, incluindo aqueles
que estimularam respostas na antena das abelhas, amostras de headspace foram analisadas
em um espectrdmetro de massa (Varian Saturn 2000) acoplado a um cromatdgrafo gasoso
(Varian 3800). O GC foi equipado com um injetor 1079 (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA),
que foi adaptado com um kit ChromatoProbe (veja Dotter]l & Jiirgens 2005). Um microtubo
de quartzo ou 1 pl das amostras em solvente foi injetado na sonda do kit, a qual foi entdo
inserida no injetor adaptado do GC. Para excluir qualquer resto de ar no sistema, a divisdo do
injetor foi aberta e o injetor foi entdo aquecido até 40° C. Apds 2 min, a abertura do divisor
foi fechada e o injetor aquecido até 200° C, temperatura esta mantida por 4,2 min. O divisor
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foi, entdo, reaberto e o injetor arrefecido. Uma coluna ZB-5 (5% fenil polisiloxano) foi
utilizada para as andlises (60 m de comprimento, didmetro interno de 0,25 mm, e uma
espessura do filme de 0,25 pm, Phenomenex). Um controle eletrénico do fluxo foi utilizado
para manter um fluxo constante do gis de arraste Hélio, a 1,8 ml/min. A temperatura do forno
do GC foi mantida por 7 min a 40° C, com um acréscimo de 6° C/min até a temperatura final
250° C, mantida por 1 min. A interface do MS operou a 260° C e a armadilha de fons a
175° C. Os espectros de massa (m/z 30 a 350) foram registrados a 70 eV (no modo EI) com
uma velocidade de digitalizacio de 1 scan s'. Os dados do GC-MS foram processados
utilizando o pacote do programa Varian Saturn (versdo 5.2.1).

Para determinar a quantidade absoluta de cada composto floral nas amostras de
inflorescéncias de Ca. trachelium, quantidades conhecidas de monoterpenos, derivados de
dcidos graxos e benzendides foram injetadas no GC-MS. A resposta média desses compostos
(drea média dos picos) foi utilizada para determinar a relagdo entre drea e quantidade absoluta
de cada composto (Para mais detalhes ver Détterl et al. 2005). Seis amostras de headspace de
Ca. trachelium foram analisadas utilizando o pacote do programa Varian Saturn (versdao
5.2.1), e a quantidade total (absoluta) e percentual de cada composto nas amostras foi
determinada. Para excluir compostos presentes em folhas e outras partes vegetativas das
amostras de inflorescéncias, amostras de headspace de plantas em floragdo e plantas sem
flores (apenas folhas e outras partes vegetativas) foram comparadas. Contaminantes do

ambiente foram excluidos das analises.

4.3.4. Preparacdo de misturas sintéticas

Para verificar se os compostos que estimularam a antena das abelhas também
estimulariam respostas comportamentais em abelhas Ch. rapunculi, foi preparada uma
mistura contendo todos os compostos ativos eletrofisiologicamente. Com a excegdo de
espiroacetais, que foram sintetizadas, terpinoleno (97%) e a-copaeno (97%), disponiveis,
respectivamente, no acervo do departamento de quimica orgénica (Universidade de Bayreuth)
e do Instituto de Ecologia Experimental (Universidade de Ulm), os compostos foram
comprados de fornecedores comerciais: geranilacetona (mistura de isomeros, >97%), linalol
(97%), salicilato de metila (>98%), 3-ocimeno (misture de isdmeros, 90%), fenilacetaldeido
(99%), 2-feniletilacetato (99%), e 2-feniletanol (99%) da empresa Sigma-Aldrich; furanéide,
o6xido de linalol (mistura de isdmeros, >97%) e 2-nonanona (>97%) da Fulka e guaiacol
(>98%) da Merck. Adicionalmente, para verificar o papel de cada classe de compostos na

atracdo das abelhas, foram preparadas quatro misturas contendo os compostos ativos
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eletrofisiologicamente das seguintes classes: 1) alifaticos; 2) benzendides; 3) espiroacetais; 4)
terpenos.

Em todas as misturas, a quantidade absoluta de cada compostos sintéticos foi
equivalente aquela encontrada nas amostras de headspace das inflorescéncias de Ca.
trachelium. Uma vez que cada substincia apresenta uma taxa de evaporacdo diferente, uma
mistura sintética foi preparada, com 10 pl de cada substancia ativa eletrofisiologicamente a
10* em acetona. 10 pl dessa mistura foi gotejada em um papel filtro (2 cm?) e uma amostra
de headspace dinamico foi coletada com microtubo adsorventes de quartzo (veja métodos na
secdo andlises quimicas). Os volateis foram coletados durante 30 min, tempo esse equivalente
aquele em que os experimentos comportamentais foram realizados. A amostra foi, entdo,
quantificada em andlises de GC-MS e a quantidade absoluta de cada composto foi calculada
(ver métodos na secdo andlises quimicas). Baseado na quantidade de substdncias sintéticas
nessa amostra, uma nova mistura foi calibrada, de tal forma que a quantidade absoluta de
cada composto estivesse entre as quantidades absolutas mdximas e minimas encontrada nas
amostras de headspace das inflorescéncias de Ca. trachelium. A quantidade absoluta de cada
composto encontrada em 10 pl dessas misturas foi equivalente aquela encontrada em cerca de
80 flores de Ca. trachelium. Considerando que Ca. trachelium vegeta dreas abertas, onde
vérios individuos ocorrem simultaneamente, € que um unico individuo pode ter mais de 30
flores, a concentracdo das misturas sintéticas reflete bem as condi¢des naturais nas quais

abelhas Ch. rapunculi sdo confrontadas durante a atividade de forrageio.

4.3.5. Experimentos comportamentais

Do inicio de junho ao fim de julho de 2010, a atratividade de compostos ativos
eletrofisiologicamente foi testada a partir de experimentos comportamentais com abelhas
inexperientes e experientes de Ch. rapunculi em uma gaiola experimental (7,2 x 3,6 x 2,2m),
a mesma utilizada por Détterl e Schiffler (2007). As abelhas emergiram diretamente na
gaiola, onde ninhos tinham sido aprovisionados um ano antes. Para manter a populagdo da
abelha dentro da gaiola, foram providos substratos artificiais para nidificacdo (ninhos
armadilha; latas cilindricas preenchidas com ramos cortados de Phragmites australis),
alimentadores artificiais (esponjas embebidas com dgua acucarada) e plantas meliferas nio
hospedeiras (Geranium pratense, Lythrum salicaria e Sinapis arvensis). Com essa
metodologia, foi garantido que as abelhas permanecessem inexperientes em relagdo ao
forrageio em flores de suas plantas hospedeiras de Campanula, muito embora elas ja tivessem

experiéncia de forrageio em relagéo a plantas meliferas ndo hospedeiras.
68



A atragdo de abelhas inexperientes e experientes (machos e fémeas) aos compostos
ativos no EAD foi testada em experimentos de duas escolhas, utilizando-se dois cilindros de
vidro de quartzo pretos (29 cm de comprimento e 10 cm de didmetro) com 60 furos (0,2 cm
de diametro), os mesmos utilizados por Burger et al. (2010).

Oito experimentos de duas escolhas foram realizados com os compostos sintéticos: 1)
mistura com todos os compostos ativos eletrofisiologicamente (daqui em diante mistura
completa) vs. controle; 2) espiroacetais vs. controle; 3) terpenos vs. controle; 4) benzendides
vs. controle; 5) alifaticos (daqui em diante 2-nonanona) vs. controle; 6) mistura completa vs.
espiroacetais; 7) mistura completa vs. inflorescéncias de Ca. trachelium e 8) espiroacetais vs.
inflorescéncias. Para os experimentos de duas escolhas 1 a 6, um papel filtro foi impregnado
com 10 pl da mistura a ser testada, quantidade equivalente aos volateis emitidos por cerca de
80 flores. Como controle, foi utilizado um papel filtro, impregnado com 10 pl de acetona.
Nos experimentos 7 e 8, as inflorescéncias utilizadas tinham oito flores (uma vez que 80
flores ndo caberiam nos cilindros), e nesse caso, apenas 1 ul das misturas (equivalente aos
voléteis emitidos por 8 flores) foi impregnado em um papel filtro. O ar no interior do cilindro,
enriquecido com os voldteis das misturas ou inflorescéncias, foi soprado através dos buracos
por uma bomba de membrana (G12/01 EB, Rietschle Thomas, Puchheim, Alemanha) com
um fluxo de ar de 1 ¢/min.

Os experimentos foram conduzidos apenas em dias ensolarados entre 10:00 e 15:00 h,
hordrio em que as abelhas estavam mais ativas. Cada experimento teve duracio de 30 min e,
apds os primeiros 15 min, a posi¢do dos dois cilindros foi trocada. Os cilindros pareados em
cada experimento foram colocados a uma distdncia de 1,5 metros. Como resposta
comportamental foram registrados apenas voos em dire¢do aos cilindros a uma distancia de
5 cm ou menos.

As abelhas que responderam aos cilindros foram coletadas com redes entomoldgicas,
armazenadas em isopor com gelo até o fim do experimento em desenvolvimento e, sé entdo,
soltas novamente na gaiola. Esse procedimento evitou pseudo-replicacdes, contagem de mais
de uma resposta por individuo em um determinado experimento. Experimentos que ndo
obtiveram respostas suficientes para andlises estatisticas foram repetidos uma vez e, nesse
caso, as abelhas foram codificadas com marcadores coloridos permanentes antes de serem
liberadas na gaiola, para evitar recontagem dos mesmos individuos na repeticio dos

experimentos. Devido a fatores estocdsticos, tais como mortalidade e fuga, o nimero de
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abelhas presente na gaiola variou entre os experimentos (de 60 a 100 individuos; machos e
fémeas).

Os experimentos com abelhas inexperientes foram conduzidos primeiramente e, assim
que finalizados, plantas de Ca. trachelium foram colocadas na gaiola experimental para que
as abelhas adquirissem experi€ncia de forrageio nas flores de plantas hospedeiras. Apds trés
dias de forrageio com plantas hospedeiras dentro da gaiola, todos os experimentos foram
repetidos com as abelhas, agora, experientes. No inicio da manhd, antes dos experimentos
com abelhas inexperientes e experientes, todas as plantas foram removidas da gaiola e

recolocadas apenas ao término dos experimentos.

4.3.6. Andlises estatisticas

A diferenca nas respostas das abelhas (inexperientes e experientes) em cada
experimento de duas escolhas foi verificada a partir de testes de Qui-quadrado, comparando
eventos observados e esperados. As respostas de machos e fémeas foram unidas, uma vez que
ambos os sexos responderam igualmente aos sinais olfativos (Milet-Pinheiro et al. capitulo
3). Todos os testes foram rodados no programa Statistica 7.0 (StatSoft 2004). As diferencas
foram testadas apenas para aqueles experimentos que obtiveram mais de dez respostas de

abelhas.

4.4. Resultados

4.4.1. Voldteis florais

Como pode ser observado na tabela 1, o buqué de odores das inflorescéncias de Ca.
trachelium consistiu de 59 compostos, pertencentes a seis classes: sesquiterpenos (32
compostos); monoterpenos (10); benzendides (5); espiroacetais (5); alifaticos (3); terpenos
irregulares (1) e desconhecida (3). A andlise de volateis florais mostrou que uma tnica flor
emitiu, em média, 3,4 ng/h com maxima e minima de 5,2 e 1,3 ng/h, respectivamente.
Dezoito compostos também foram emitidos por folhas e outras partes vegetativas, contudo,
em menores quantidades que nas flores (Tabela 1).

A classe de monoterpenos foi dominante, correspondendo, em média, a 43,6 % do total
de volateis emitidos por uma flor de Ca. trachelium, seguido por alifiticos (29,3 %),
sesquiterpenos (15,5 %), benzendides (8,6 %) e espiroacetais (1,7 %). Seis compostos
corresponderam a cerca de 75 % do total de volateis emitidos, onde (E)-B-ocimeno foi o mais

abundante (em média 36,2 %), seguido por (Z)-3-hexenil acetato (24,3 %), 2-feniletanol
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(4,7 %), (Z)-B-ocimeno (4,3 %), tridecano (3,8 %), e fenilacetaldeido (3 %). Nove volateis
foram produzidos em quantidades relativas entre 1 e 2 % cada, enquanto a maioria dos

compostos (44) foram produzidos em quantidades muito pequenas (menos de 1 % cada).

Tabela 1 Quantidade absoluta e relativa (maxima, minima e média) de volateis florais de
inflorescéncias de Campanula trachelium (N =6), coletados a partir da técnica de headspace
dindmico. Os voldteis foram listados de acordo com a elui¢do em uma coluna ZB-5. Classes de
compostos - A (alifaticos), MT (monoterpenos), B (benzendides), S (espiroacetais), ST
(sesquiterpenos), TI (terpenos irregulares), e D (desconhecido). KRI — Indice de retencdo de Kovats.

KRI Classe Max Min Média

Quantidade absoluta de volateis florais (ng/h*flor) 5.2 1.3 34

(Z)-3-Hexenil acetato 1008 A 39,79 1,82 24725
§-3-Careno ' 1021 MT 031 027 029
(Z)-B-Ocimeno " 1041 MT 3,97 536 4534
(E)-p-Ocimeno "™ 1053 MT 2424 49,55 36,18
Fenilacetaldeido "™ 1057 B 3,41 0,02 298
1,6-Dioxa-spiro[4.5]decano 1058 S 0,01 0,02 0,01
7-Metil-1,6-dioxa-spiro[4.5]decano (conophthorin) 1067 S 0,47 0,53 0,42
Desconhecido m/z 41, 57, 69, 85, 119, 127 1088 D 0,03 0,01 0,03
2-Nonanona © 1094 A 1,0 2,85 1,24
Oxido de (E)-Linalol (furanéide) *© 1094 B 0,05 0,02 0,05
Guaiacol ¢ 1096 MT 0,09 001 0,06
Terpinoleno ¢ 1098 MT 0,09 007 0,07
Linalol "™ 1103 MT 1,31 494 1,81
2-Feniletanol 1126 B 3,41 5,12 4,74
p-Cimeno ' 1133 MT 037 003 040
Oxido de (E)-Ocimene 1147 MT 0,31 0,03 0,29
2-Metil-1,7-dioxa-spiro[5.5]undecano " 1152 S 0,15 028 0,14
(E,Z)-7-Etil-1,6-dioxa-spiro[4.5]decano " 1156 S 0,85 1,69 1,00
o-Terpineol ' 1203 MT 0,1 001 0,05
Salicilato de metila ¢ 1209 B 0,88 0,17 0,73
Verbenona 1227 MT 0,06 0,0l 0,06
(E,E)-T7-Etil-1,6-dioxa-spiro[4.5]decano i 1231 S 0,07 0,15 0,09
Desconhecido m/z 39, 66,79, 91, 107, 135 1238 D 0,68 1,72 1,08
2-Feniletil acetato " 1266 B 0,06 0,25 0,08
Tridecano ~ 1300 A 6,66 195 381
Desconhecido m/z 39, 77, 93, 107, 123, 138 1351 D 0,09 024 0,12
a-Cubebeno 1369 ST 0,1 038 0,17
Sesquiterpeno 1 1378 ST 0,09 049 0,19
a-Longipineno 1379 ST 0,05 0,26 0,10
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KRI Classe Max Min Média

a-Ylangeno 1392 ST 0,27 094 045
a-Copaeno E 1397 ST 0,17 0,36 0,28
Longifoleno 1402 ST 0,07 0,01 0,09
B-Elemeno 1411 ST 0,93 1,06 1,46
Sesquiterpeno 2 + 3 1425 ST 0,03 0,01 0,03
Sesquiterpeno 4 1433 ST 0,11 0,58 0,18
Sesquiterpeno 5 + 6 T 1438 ST 0,14 0,01 0,10
Sesquiterpeno 7 ' 1440 ST 0,05 0,01 0,05
Sesquiterpeno 8 1441 ST 0,05 0,01 0,03
Sesquiterpeno 9 1445 ST 0,29 0,52 0,34
(E)-B-Cariofileno i 1449 ST 0,31 1,43 0,53
(E)-a-Bergamoteno 1454 ST 09 401 1,68
(E)-Geranilacetona 1460  TI 0,08 0,64 0,18
(E)-B-Farneseno 1463 ST 09 193 1,33
B-Barbateno 1482 ST 1,27 0,02 1,27
Amorfa-4,11-dieno 1485 ST 0,38 0,52 0,78
Prezizaeno ' 1487 ST 12 004 063
Sesquiterpeno 10 T 1495 ST 0,43 1,34 0,55
ar-Curcumeno 1497 ST 0,73 1,59 0,77
(Z,E)-o-Farneseno : 1505 ST 0,23 0,94 0,37
Gemacreno D * 1509 ST 0,32 0,66 0,51
B-Selineno : 1517 ST 0,46 0,89 0,56
o-Muuroleno * 1524 ST 0,72 095 1,08
o-Selineno 1527 ST 0,34 0,01 0,47
(Z)-y-Bisaboleno 1535 ST 0,38 1,02 0,60
B-Sesquifelandreno 1542 ST 0,33 1,34 0,54
§-Cadineno 1547 ST 0,17 0,89 0,31
o-Calacoreno 1572 ST 0,05 0,02 0,06

Compostos com letras sobrescritas foram ativos eletrofisiologicamente (a-j). Compostos com as
mesmas letras sobrescritas eluiram simultaneamente nas andlises de GC-EAD.

* Identificacdo baseada em compostos referéncias (padrdes auténticos).

T, Compostos também encontrados em amostras de headspace de plantas sem flores, mas em menor
quantidade do que nas amostras de plantas em floracio.

4.4.2. Eletrofisiologia

Nas andlises de GC-EAD com amostras de odores das inflorescéncias de Ca.
trachelium, foram obtidas dez respostas nas antenas de Ch. rapunculi (Fig. 1). Uma vez que
alguns compostos eluiram simultaneamente, as respostas das antenas ndo foram

necessariamente relacionadas a uma tnica substincia. Entre os compostos que estimularam
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respostas nas antenas estdo benzendides (5 compostos), monoterpenos (4) e espiroacetais (4).
Embora nonanal + linalol e dodecanal + salicilato de metila tenham estimulado fortes
respostas nas antenas (Fig. 1), nonanal e decanal foram encontrados nas amostras do
ambiente (controle) na mesma quantidade que nas amostras de inflorescéncias e,

consequentemente, foram tratados como artefatos.
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Fig. 1 Exemplo de uma anélise de cromatografia gasosa acoplada a detecc¢do eletroantenografica (GC-
EAD) de uma amostra de headspace de inflorescéncias de Campanula trachelium, utilizando a antena
de uma fémea de Chelostoma rapunculi. (a) (E)-fB-ocimeno + fenilacetaldeido + 1,6-[4.5]decano; (b)
conophthorin; (c) 2-nonanona + guaiacol + terpinoleno + 6xido de (E)-linalol; (d) linalol + nonanal
(artefato); (e) 2-feniletanol; (f) 2-metil-1,7-dioxa-spiro[5.5]undecano + (E,Z)-7-etil-1,6-dioxa-
spiro[4.5]decano; (g) dodecanal (artefato) + salicilato de metila; (h) 2-feniletil acetato; (i) a-copaeno e
(j) (E)-geranilacetona.

4.4.3. Experimentos comportamentais

Os experimentos comportamentais com as misturas sintéticas mostraram que
compostos ativos eletrofisiologicamente também estimulam respostas comportamentais nas
abelhas inexperientes e experientes de Ch. rapunculi.

Em abelhas inexperientes, apenas as misturas de todos o0s compostos ativos
eletrofisiologicamente, e a mistura de espiroacetais (1,6-dioxa-spiro[4.5] decano,
conophthorin,  2-metil-1,7-dioxa-spiro[5.5]undecano,  7-etil-1,6-dioxa-spiro[4.5]decano)
atrafram significativamente mais individuos de abelhas (machos e fémeas) do que controles
de acetona (teste de Qui-quadrado, p < 0,05 cada; Fig. 2). Alternativamente, as misturas com
terpenos [(E)-B-ocimeno, terpinoleno, o6xido de (E)-linalol, linalol, a-copaeno, (E)-
geranilacetona], benzendides (fenilacetaldeido, guaiacol, 2-feniletanol, salicilato de metila, 2-
feniletil acetato), e alifaticos (2-nonanona) ndo foram mais atrativas do que os controles de
acetona (teste de Qui-quadrado, p > 0,05 cada). A mistura completa e de espiroacetais

atrairam abelhas similarmente quando oferecidas simultaneamente. Essas duas misturas
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foram tdo atrativas quanto inflorescéncias de Ca. trachelium as abelhas inexperientes de Ch.

rapunculi.

Mistura completa |23 Acetona

Espiroacetais |17 Acetona

Terpenos Acetona

Benzendides Acetona

2-Nonanona Acetona

Mistura completa Espiroacetais
Mistura completa Inflorescéncias
Espiroacetais Inflorescéncias
1 1
100 100

Respostas das abelhas (%)

Fig. 2 Respostas de abelhas inexperientes de Chelostoma rapunculi (machos + fémeas) a misturas
sintéticas e inflorescéncias de Campanula trachelium em experimentos de duas escolhas. Os nimeros
dentro das barras indicam o ndmero absoluto das respostas das abelhas. As diferencas nos
experimentos de duas escolhas foram verificadas a partir de testes de Qui-quadrado, comparando a
freqiiéncia de eventos observados vs. esperados. n.t (diferenca ndo testada), n.s (diferenca ndo
significativa, p > 0,05), p < 0,01 (¥%), p < 0,001 (¥%%*).

Em abelhas experientes, todas as misturas atrairam mais abelhas de Ch. rapunculi do
que os controles de acetona (Fig. 3). Inflorescéncias de Ca. trachelium tiveram a mesma
atratividade que a mistura completa, mas foram significativamente mais atrativas do que a
mistura de espiroacetais. A mistura completa foi marginalmente mais atrativa do que a de

espiroacetais (p = 0,07).
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Mistura completa [13 Acetona
Espiroacetais [15 Acetona
Terpenos |13 Acetona
Benzenoides [12 Acetona
2-Nonanona [13 Acetona
Mistura completa [11 Espiroacetais
Mistura completa Inflorescéncias

Espiroacetais * Inflorescéncias

I ' 1 ! 1 ' 1 ! 1
100 50 0 50 100
Respostas das abelhas (%)

Fig. 3 Respostas de abelhas experientes de Chelostoma rapunculi (machos + fémeas) a misturas
sintéticas e inflorescéncias de Campanula trachelium em experimentos de duas escolhas. Os niimeros
dentro das barras indicam o ndmero absoluto das respostas das abelhas. As diferencas nos
experimentos de duas escolhas foram verificadas a partir de testes de Qui-quadrado, comparando a
freqiiéncia de eventos observados vs. esperados. n.s (diferenca ndo significativa, p > 0,05), p < 0,05
(%), p < 0,01 ().

4.5. Discussao

Nesse estudo, foi mostrado pela primeira vez que abelhas oligoléticas recém-emergidas
utilizam compostos florais especificos para reconhecer suas plantas hospedeiras. As
espiroacetais, compostos florais raros encontrados em C. trachelium, estimularam a antena
das abelhas de Ch. rapunculi em testes de GC-EAD. Posteriormente, testes comportamentais
com misturas sintéticas confirmaram que essas substancias eram ativas biologicamente, e as
Unicas capazes de atrair abelhas inexperientes, sendo responsaveis, consequentemente, pelo
reconhecimento inato das plantas hospedeiras por Ch. rapunculi. Esse estudo abre caminho
para investigacdes futuras. Ch. rapunculi coleta pélen em diversas espécies de Campanula.
Assim, as espiroacetais poderiam ser marcadores florais para o género Campanula e nio
apenas para a espécie Ca. trachelium. Além do mais, espécies de Campanula sdao fontes
exclusivas de pdlen para diversas espécies de abelhas oligoléticas de diferentes familias tais

como, Andrena bicolor (Andrenidae), Lassioglosum costulatum (Halictidae), Melitta
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haemorrhodailes (Mellitidae), entre outras. A avaliacdo do reconhecimento quimico inato por
parte dessas outras espécies pode revelar uma convergéncia evolutiva neuroldgica nessas

abelhas para o reconhecimento de suas plantas hospedeiras.

4.5.1. Voldteis florais de Campanula trachelium

A maioria dos volateis encontrados nas inflorescéncias de Ca. trachelium, incluindo os
compostos dominantes (e.g. (E)- e (Z)- P-ocimeno, (Z)-3-hexenil acetato, 2-feniletanol,
tridecano, e fenilacetaldeido), sdo substdncias muito comuns, presentes nas flores das mais
variadas espécies vegetais (Knudsen et al. 2006). No entanto, foram encontradas também
espiroacetais, que sdo substancias extraordinariamente raras entre os volateis florais
conhecidos. De fato, em uma revisdo dos compostos florais de 991 espécies de angiospermas,
Knudsen et al. (2006) cita apenas seis espiroacetais. Quatro das cinco espiroacetais
encontradas em Ca. trachelium  (1,6-dioxa-spiro[4.5]decano, 2-metil-1,7-dioxa-
spiro[5.5]undecano, (E,E)- e (E,Z)-7-etil-1,6-dioxa-spiro[4.5]decano) sd@o novos registros de
volateis florais. A tnica excecdo foi 7-metil-1,6-dioxa-spiro[4.5]decano (conophthorin), que
jé foi identificada em odores florais de pelo menos 13 familias.

Espiroacetais sdo frequentemente encontradas em micrébios, fungos, insetos e
organismos marinhos (Perron & Albizati 1989; Raju & Saikia 2008). De uma forma geral,
esses compostos sdo importantes como feromonios de alarme, agregacdo ou sexual de insetos
(Francke & Kitching 2001). Entre as cinco espiroacetais identificadas nas flores de Ca.
trachelium, conophthorin e 2-metil-1,7-dioxa-spiro[5.5]undecano, também foram encontradas
em secrecOes glandulares cefdlicas de abelhas, além de besouros, moscas e vespas (Francke
& Kitching 2001). Embora o papel biolégico dessas duas substincias para abelhas ndo seja
conhecido, sabe-se que conophthorin atua como repelente, inibidor de apetite ou espacador
para vérios besouros da familia Scolitidae (Birgersson et al. 1995; Pierce et al. 1995; Zhang
et al. 2001; Zhang & Schlyter 2003), e que 2-metil-1,7-dioxa-spiro[5.5]undecano atua como
sinal de subserviéncia na vespa Goniozus legneri (Bethylidae), sendo emitido por individuos
derrotados em embates (Goubault er al. 2006). Curiosamente, a despeito da fung¢do bem
conhecida como feromonios de insetos, o papel de espiroacetais na comunica¢io quimica

entre flor e polinizador € citado aqui pela primeira vez.

4.5.2. Reconhecimento inato de Campanula trachelium por Chelostoma rapunculi

Abelhas inexperientes de Ch. rapunculi utilizam sinais visuais e olfativos para

encontrar plantas hospedeiras (Milet-Pinheiro et al., capitulo 2) e, neste trabalho, foram
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identificados os sinais olfativos especificos por elas utilizados para reconhecer plantas
hospedeiras de Ca. trachelium. Entre os compostos ativos eletrofisiologicamente, a mistura
completa de volateis florais de Ca. trachelium e a mistura de espiroacetais foram as unicas
efetivas em atrair abelhas inexperientes. Além do mais, a mistura de espiroacetais teve a
mesma atratividade que a mistura completa e que inflorescéncias de Ca. trachelium. Isto
indica que as espiroacetais sdo compostos chave na comunicacdo entre flores de Ca.
trachelium e fémeas e machos de Ch. rapunculi. Como sdo os tinicos compostos responsaveis
pelo reconhecimento inato de plantas hospedeiras, abelhas Ch. rapunculi devem ser providas
de adaptacdes olfativas, geneticamente determinadas, capazes de perceber esses compostos
quimicos.

As espiroacetais foram testadas em mistura e, consequentemente, € necessdrio verificar
se apenas um desses compostos ou uma mistura de dois ou mais € biologicamente importante
para o reconhecimento das flores de Ca. trachelium. Estudos em outros sistemas
especializados mostram que tanto compostos isolados quanto em mistura podem ser crucial
na atragdo de polinizadores (Ayasse 2006). Ainda assim, os resultados corroboram a hipdtese
de que abelhas oligoléticas Ch. rapunculi utilizam volateis florais raros para reconhecer
plantas hospedeiras de Ca. trachelium e mostram, pela primeira vez, que espiroacetais estdo
envolvidas em interagdes entre plantas e polinizadores. Considerando que Ch. rapunculi
também coleta pélen em outras espécies de Campanula (Westrich 1989; Schlindwein et al.
2005), seria interessante verificar se esses compostos sdo espécie-especificos para Ca.
trachelium ou se eles também ocorrem em outras espécies de Campanula, atuando
possivelmente como um sinal género-especifico para o reconhecimento das plantas
hospedeiras por essa abelha oligolética. Isto é particularmente importante para Ch. rapunculi,
uma vez que suas larvas ndo se desenvolvem em pdlen de outras espécies vegetais (Praz,
Miiller & Dorn 2008).

A despeito da sua funcdo chave no reconhecimento de plantas hospedeiras por Ch.
rapunculi, as espiroacetais ocorrem em concentragdes baixas; os cinco compostos somaram
apenas 1,7 % do total de volateis emitidos pelas flores de Ca. trachelium. Isto demonstra a
grande sensibilidade olfativa destas abelhas para percep¢do destes compostos, parecidos com
feromodnios sexuais. O reconhecimento de plantas hospedeiras, mediado por compostos raros
emitidos em quantidades minimas, também foi registrado para outra interacdo especializada.
A abelha oligolética C. florisomne visita apenas flores de Ranunculus (Ranunculaceae). O

buque de voléteis florais de Ranunculus acris ¢ dominado por compostos comuns (i.e. (E)-f-
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ocimeno, 2-feniletanol, furandide, B-selineno), mas abelhas inexperientes de C. florisomne
usam apenas O composto raro protoanemonina, o qual é emitido em quantidades
extremamente reduzidas, para encontrar flores de R. acris (Bergstrom et al. 1995; Dobson &
Bergstrom 2000).

Alternativamente, Andrena vaga e Peponapis pruinosa, especializadas respectivamente
em flores de Salix e Cucurbita, utilizam volateis florais comuns e abundantes para encontrar
suas plantas hospedeiras (Dotterl et al. 2005; Granero et al. 2005; Andrews, Theis & Adler
2007). Os compostos envolvidos na atracdo de A. vaga (1,4-dimetoxybenzeno, salicilato de
metila, (E,E)-a-farneseno e 2-feniletanol) e P. pruinosa (1,2,4-trimetoxybenzeno e (F)-
cinnamaldeido) sdo muito comuns em flores de angiospermas e, consequentemente, nio
podem ser a chave para o reconhecimento das plantas hospedeiras. Considerando que ambos
os estudos foram realizados com abelhas no campo, possivelmente experientes, o papel
desses compostos na atracdo de abelhas inexperientes ainda precisa ser confirmado. Essas
espécies poderiam utilizar os compostos mais abundantes e comuns para localizar flores
hospedeiras a maiores distancias. Enquanto que, apds a aproximagdo, compostos florais mais
especificos e menos voldteis seriam responsaveis pelo reconhecimento especifico das fontes

exclusivas de pélen (Doétterl & Vereecken 2010).

4.5.3. Mudanga no padrdo inato de forrageio de Chelostoma rapunculi

Ap6s forragear por néctar e pdlen nas flores de Campanula, abelhas de Ch. rapunculi
se comportaram de forma diferente. Em contraste com abelhas inexperientes, que
responderam apenas as misturas completa e de espiroacetais, abelhas experientes
responderam a todas as classes de substincias testadas. Além do mais, as espiroacetais se
tornaram menos atrativas do que inflorescéncias de Ca. trachelium. Esses resultados
mostram, que nem um segundo passo, a experiéncia adquirida pelas abelhas acrescenta outros
sinais quimicos no processo de reconhecimento das plantas hospedeiras especificas, o que
também ja foi observado em outras espécies oligoléticas (Dobson 1987; Dobson & Bergstrom
2000; Détterl et al. 2005).

Essa alteracio no padrdo inato de busca, mediada pela experiéncia, deve estar
relacionada de alguma forma a otimizacdo na eficiéncia de forrageio, através de aprendizado.
Uma vez que larvas de Ch. rapunculi requerem uma quantidade imensa de grdos de pdlen
(Schlindwein et al. 2005; Miiller et al. 2006), as abelhas precisam encontrar flores
hospedeiras rapidamente para prover suas larvas com alimento suficiente. Assim, compostos

quimicos adicionais, que possam ser percebidos a maiores distidncias, podem ser fontes
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importantes de informacdo e conferir certa vantagem para as abelhas. Os compostos atrativos
apds experiéncia de forrageio, sdo emitidos por flores de Ca. frachelium em maiores
quantidades do que as espiroacetais. Provavelmente, essas substincias adicionais podem ser
percebidas pelas abelhas a maiores distancias, o que facilita a localizagdo de flores

hospedeiras e, consequentemente, otimiza a eficiéncia de forrageio.
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5.1. Resumo

No presente estudo foi investigada a relacdo entre a planta distilica Cordia leucocephala e
abelhas de Ceblurgus longipalpis, enfatizando a dependéncia reprodutiva miitua, adaptagdes
morfoldgicas dos parceiros e o fluxo polinico. A pesquisa foi desenvolvida no municipio de
Pedra, Pernambuco, nordeste brasileiro, onde foram determinados o sistema reprodutivo,
frutificacdo e o fluxo legitimo e ilegitimo de pdlen de Co. leucocephala, bem como a
interagdo com visitantes florais. Ceblurgus longipalpis, o tnico visitante floral e polinizador
da espécie xenogimica Cordia leucocephala, apresenta caracteres morfoldgicos adaptados
para explorar o pdlen e néctar escondidos na base das corolas tubulares estreitas. O pélen dos
estames curtos é coletado com pélos nas pecas bucais alongadas, enquanto o pdlen de
estames longos com o clipeo, mandibulas e labro. Polen de flores brevi e longistilas foram
removidos com a mesma eficiéncia, o que gerou um fluxo polinico legitimo similar entre as
morfas. O fluxo polinico ilegitimo para estigmas de flores longistilas, no entanto, foi maior
do que para os estigmas de flores brevistilas. Adicionalmente, mais pélen ilegitimo foi
depositado em estigmas de flores longistilas e menos naqueles de flores brevistilas quando
comparado com fluxo legitimo de pdlen. O presente estudo revela uma interdependéncia
mutua entre os parceiros. Os dados indicam um dos raros casos de monoletia entre abelhas.
Ceblurgus longipalpis, a dnica espécie de Rophitinae no Brasil, desenvolveu pecas bucais
alongadas e pilosas incomuns entre abelhas de linguas curtas para explorar o pdlen escondido
de flores longistilas (inacessivel para outras espécies de abelhas) e o néctar na base do tubo

floral.

Palavras-chave: Abelhas especialistas, Caatinga, Heterostilia, Nordeste brasileiro,

Polinizagdo, Rophitinae.
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5.2. Introducao

A relagdo entre plantas e polinizadores abrange desde interagdes ndo especializadas,
nas quais flores atraem e sdo polinizadas por inimeras espécies de animais, até relagOes
altamente especializadas, que envolvem poucas espécies de polinizadores, geralmente
providos de adaptagdes morfoldgicas e comportamentais, 0 que permite uma maior eficiéncia
na coleta de recursos. Recentemente, diversos temas envolvendo especialistas e generalistas
tém despertado o interesse da comunidade cientifica (Armbruster, 2006; Jordano et al., 2006;
Minckley e Roulston, 2006; Ollerton et al., 2006; Petanidou e Potts, 2006; Vasquez e Aizen,
2003; 2006). Abelhas oligoléticas, por exemplo, sdo especialistas que alimentam suas larvas
com pdlen de plantas do mesmo género ou familia (Robertson, 1925; Wcislo e Cane, 1996;
Cane e Sipes, 2006). Andlises filogenéticas recentes mostram que nos grupos onde abelhas
oligoléticas sdo comuns, a oligoletia € o cardter basal e a poliletia o derivado (Miiller, 1996a;
Sipes e Tepedino, 2005; Danforth et al., 2006; Patiny et al., 2007; Larkin et al., 2008; Sedivy
et al., 2008). Diversos estudos de polinizacdo envolvendo abelhas oligoléticas como
visitantes florais indicam que essas especialistas sdo os principais polinizadores (Cane et al.,
1985; Neff e Rozen, 1995; Schlindwein e Wittmann, 1995; 1997a; b; Schlindwein e Martins,
2000; Larsson, 2005; Schlindwein et al., 2005), mas em alguns casos abelhas oligoléticas ndo
contribuem significativamente para a polinizagdo cruzada (Linsley et al, 1963a; b; 1964;
Barrows et al., 1976; Grant e Hurd, 1979; Grant e Grant, 1979).

Ceblurgus longipalpis Urban & Moure 1993 ¢ a tnica espécie da subfamilia Rophitinae
(Halictidae) no Brasil e, até o momento, foi registrada exclusivamente em flores de Cordia
leucocephala Moric. (Cordiaceae), na Caatinga. Rophitinae abrange 208 espécies de abelhas
predominantemente oligoléticas, distribuidas principalmente na Africa é regiio Holdrtica
(Michener, 2007; Patiny et al., 2007). Caracteristicas especiais para a coleta de pdlen, como
pilosidade facial, cerdas nao ramificadas e pé€los longos e plumosos nos segmentos basais das
pecas bucais (premento, gileas, e primeiro e segundo palpos labiais) foram observadas em
outras espécies de Rophitinae (Eickwort et al., 1986; Miiller, 1996b; Rozen, 1997).

O género cosmopolita Cordia (Cordiaceae) compreende cerca de 350 espécies (Miller,
2001; Judd et al., 2007), geralmente heterostilicas (Gibbs e Taroda, 1983; Taroda e Gibbs,
1986; 1987). Plantas heterostilicas sdo polinizadas predominantemente por insetos (Ganders,
1979) e sdo relacionadas a uma grande variedade de polinizadores (Barrett, 1978;

Schlindwein e Medeiros, 2006). Estudos recentes, no entanto, mostraram que a interacdo com
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os polinizadores pode ser muito estreita (Alves-dos-Santos e Wittmann, 1999; 2000; Alves-
dos-Santos, 2002; 2003).

Neste estudo, foi investigada a ecologia da polinizacdo de Cordia leucocephala e
perguntou-se: 1) Quais caracteres florais diferem entre as morfas longistilas e brevistilas? 2)
Abelhas de Ceblurgus longipalpis s@o polinizadores efetivos e adaptados a coleta do pdélen
em flores de C. leucocephala? 3) Existe uma dependéncia reprodutiva mutua entre os
parceiros? 4) Qual a magnitude do fluxo polinico intra e intermorfa na interacdo Cordia-

Ceblurgus?

5.3. Material e Métodos

5.3.1. Local de estudo

O estudo foi realizado entre os meses de marco e junho de 2007 e 2008 na “Fazenda
Gentio”, situada nos municipios de Pedra, Pernambuco, Nordeste do Brasil (8°65°35.54"’S,
36°87°30.2°W; 550 m de altitude). A fazenda estd inserida no dominio da Caatinga, uma
floresta tropical seca, dominada por drvores e arbustos caducifélios e plantas suculentas. A
vegetacdo arbdrea do local é composta por arvores nativas e principalmente pela forrageira
exégena Prosopis juliflora, enquanto um efémero estrato herbaceo ocorre durante a estacio
chuvosa irregular. A estacdo meteoroldgica de Pedra indica uma temperatura média anual de
22,9° e precipitagdo acumulada de 550 mm, com picos de precipitacdo entre fevereiro e junho

(CPTEC, 2009).

5.3.2. Espécie estudada

Cordia leucocephala é um arbusto endémico da Caatinga (Melo e Sales, 2005) que
floresce durante a estacdo chuvosa, principalmente entre fevereiro e abril (Machado, 1990).
Suas inflorescéncias globosas produzem até 20 flores. As flores brancas e infundibuliformes
sdo distilicas e o estigma possui quatro apéndices (Melo e Sales, 2005). Em Alagoinha,
Pernambuco, Brasil, Machado (1990) encontrou diferencas no comprimento dos estiletes e
estames, assim como no tamanho dos grios de pdlen, entre as morfas brevi e longistila de
Co. leucocephala. Experimentos de polinizacdo controlada, no entanto, ndo evidenciaram
claramente o sistema reprodutivo. Polinizagdo cruzada manual legitima resultou apenas na

formacdo de um fruto, enquanto flores acessiveis a polinizadores ndo formaram frutos.
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5.3.3. Morfologia floral e antese

Cinquenta botdes florais de cada morfa foram ensacados para descrever a antese do
momento da abertura floral até sua abscisdo. Foram registrados o tempo de abertura floral,
deiscéncia da antera, receptividade estigmadtica, viabilidade polinica, disponibilidade de
néctar e padrao de floracdo. A receptividade estigmaitica foi determinada com auxilio de H,O,
(10 %) e Permanganato de Potassio (0,1 %). Para a determinacdo da viabilidade polinica,
graos de 10 flores brevistilas e 10 longistilas foram removidos de anteras fixadas em FAA e
transferidos para laminas microscépicas com solugdo de Carmim Acético. Os primeiros 300
graos de polen por flor foram contados no microscépio para determinar a taxa de grios
corados (Dafni et al., 2005). Laminas de microscépio foram preparadas com grios de pdlen
frescos de 10 flores de cada morfa. Os graos foram retirados com um pequeno pedaco de
gelatina glicerinada, depositados nas laminas, que foram cobertas com laminulas e seladas
com parafina. Os grdos foram medidos e a ornamentacdo da exina foi analisada no
microscopio. O diadmetro dos primeiros 15 graos foi medido na sua regido equatorial em 10
flores de cada morfa. Graos de pdlen invidveis foram desconsiderados.

Volume e concentracdo de néctar foram medidas com microcapilares de 0,5 ul (Brand)
e refratdmetro de bolso (Atago), respectivamente. Medidas foram feitas no final da antese,
utilizando 38 flores previamente ensacadas de 38 individuos de cada morfa. Em 15 flores
brevi e longistilas de diferentes individuos (n = 15 para cada morfa), foram medidos o
diametro da abertura floral e comprimento da corola, cdlice, estames, estigma e l6bulos
estigmaticos, usando um paquimetro digital (Stainless Digimess). A diferencga entre as papilas
estigmaticas de cada morfa foi observada em fotos de microscopia eletronica de varredura. A

taxa de individuos brevi e longistila na populagao foi determinada em 100 plantas.

5.3.4. Sistema reprodutivo

Para determinar o sistema reprodutivo de Co. leucocephala os seguintes experimentos
de polinizagdo controlada foram realizados em ambas morfas: 1) autopolinizacio espontinea,
flores ensacadas permanentemente e ndo manipuladas; 2) autopolinizacdo manual, flores
ensacadas foram polinizadas manualmente com o proprio pdlen; 3) polinizacdo cruzada
manual intra e inter-morfa, flores foram polinizadas com pdlen de diferentes individuos, a
pelo menos 1 km de distancia e 4) polinizacdo aberta, flores expostas aos polinizadores em

condicdes naturais (controle). Para cada tratamento, e para cada morfa, foram utilizados 40
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botdes florais ensacados antes da antese, com a excegdo dos 60 botdes expostos & polinizacido
natural. Os frutos maduros foram coletados e as suas sementes foram contadas.

A razdo pdlen/6vulo foi determinada a partir de 10 botdes florais, coletados
aleatoriamente em 10 individuos de cada morfa. Todos os gridos de pélen foram removidos
das anteras, corados com fucsina e contados na Lupa (Zeiss Stemi SV8). O ovdrio das flores
foi dissecado e os évulos contados com o auxilio da lupa. A média e o desvio padrio da razdo

P/O de Co. leucocephala foram determinados (Dafni et al., 2005).

5.3.5. Visitantes florais e polinizadores efetivos

Os visitantes florais foram coletados em flores brevi e longistila com redes
entomoldgicas, montados, identificados e armazenados na Cole¢do Entomoldgica da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Dados de coleta foram incluidos no banco de
dados do grupo de trabalho. Exsicatas das plantas foram armazenadas no Herbario Geraldo

Mariz UPE, Recife.

A freqii€ncia de visitantes foi determinada em trés individuos longi e brevistila durante
trés dias ndo consecutivos. Em cada individuo, 10 flores foram monitoradas das 08:00h as
14:00h, o que corresponde a um total de 18 horas de observacdo direta. Durante as visitas
florais foram observados o comportamento dos visitantes, e os recursos florais por eles
coletados. Para determinar os polinizadores efetivos, foram considerados o comportamento
das abelhas durante as visitas florais, sua freqiiéncia relativa, contato com as partes

reprodutivas e voos efetuados entre individuos co-especifico.

A freqiiéncia relativa de grios de podlen de flores brevi e longistilas de Cordia
leucocephala nas escopas do metasoma e pernas posteriores dos visitantes florais foi
mensurada para determinar a fidelidade floral. Cargas polinicas uniformes foram
consideradas como indicativo de constancia floral. A superficie corporal de seis individuos
foi examinada em busca de pdlen. Amostras foram retiradas com pequenos pedagos de
gelatina glicerinada, transferidas para ldminas de microscépio, montadas com laminulas e
vedadas com parafina. Cargas polinicas foram analisadas a partir da contagem dos primeiros
100 graos de polen em cada amostra. Os graos de pdlen de flores brevi e longistilas de
Co. leucocephala e de outras plantas, aderidos a cada parte do corpo dos visitantes florais,
foram contados no microscopio. Os graos de pélen aderidos as diferentes partes do corpo dos

polinizadores foram analisados e documentados com SEM.
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Como medida de fluxo legitimo e ilegitimo de pdlen, foi contado o nimero de grios de
polen aderidos aos estigmas de flores brevi e longistilas de Co. leucocephala. Os estigmas de
10 flores de cada morfa foram removidos no fim da antese. Além do mais, para medir o fluxo
polinico gerado por apenas uma visita floral, foram permitidas visitas Unicas de machos e
fémeas de Ceblurgus longipalpis a flores recentemente desensacadas (n=10 para cada sexo).
Os estigmas removidos apds as visitas tnicas e no fim da antese foram depositados em
laminas de microscopio, contendo gelatina glicerinada com fucsina e vedadas com laminulas.
A preparacgdo das laminas foi realizada ainda no campo, e o material utilizado foi mantido em
caixa de isopor com gelo. Grios de pdlen de flores brevi e longistila de Co. leucocephala e

outras plantas foram entdo contados no microscopio.

5.3.6. Andlises estatisticas

O teste ¢ (amostras independentes) foi utilizado para verificar diferengas entre as
médias das seguintes medidas nas morfas brevi e longistila: comprimento do estigma e
estame, volume de néctar, nimero de graos de pdlen e fluxo de pélen legitimo e ilegitimo.
Testes ¢ (amostras dependentes) foram utilizados para comparar a média de fluxo polinico
legitimo e ilegitimo em flores da mesma morfa e para verificar se grios de pdlen das
diferentes morfas foram depositados em partes especificas do corpo dos polinizadores. A

normalidade das amostras foi verificada a partir de testes de Shapiro—Wilks (Zar, 1999).

5.4. Resultados

5.4.1. Morfologia floral e antese

Cordia leucocephala apresenta flores distilicas que variam em pelo menos sete
caracteres (Tabela 1). Os grios de pdlen de flores brevistilas sdo maiores (didmetro médio de
62,2 um) que os de flores longistilas (50,1 pm), ndo sendo registrada sobreposi¢do no
tamanho entre os dois tipos de grios (Fig. 1). Flores brevistilas produzem, em média, menos
graos (3361) do que as longistilas (5223) (r = 14,74; g1 = 18; p = 0,0001). Os lobos
estigmdticos da morfa brevistila sio mais curtos do que os da morfa longistila, enquanto as
papilas estigmadticas de flores brevistilas sdo menores (5.5 a 10,1 um) do que as de longistilas
(13 2 20,2 um) (Fig. 2 a, b). Os estames sao dispostos em trés niveis que sdo mais curtos em
flores longistilas (6,1 £ 1,1; 8,2 £ 1,4; 9,7 + 1,3 mm, n=15) do que em flores brevistilas (9,4 +

0,8; 11,6 = 1,1; 13,4 = 1,1 mm, n = 15). A base dos filetes das duas morfas, e sua continuagio
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com as pétalas fusionadas, apresenta densos tricomas, delimitando cinco canais que levam ao

disco nectarifero na base do ovério (Fig. 2 ¢).

As flores de C. leucocephala abrem simultaneamente, entre 07:10 e 08:30 h, de acordo

com as condi¢des do tempo e caem entre 14:45 e 17:00 h. No inicio da abertura floral os

estigmas ja estdo receptivos e as anteras deiscentes. A viabilidade polinica foi alta e similar

em flores brevistilas (média e desvio padrao, 96,5% + 1,5) e longistilas (95,2% + 1,9). Apesar

de ambas as morfas produzirem pouco néctar, flores brevistilas produzem, em média, mais

néctar (0,16 + 0,05 pl, n = 38) do que as longistilas (0,09 + 0,03 ul, n = 38) (t = 6,83; g.l =

74; p < 0,0001).

Tabela 1. Caracteres florais em morfas brevi e longistilas de Cordia leucocephala.

Caracteristicas florais

Comprimento do estilete (cm)

Comprimento dos lobos estigmaticos (cm)
Papilas estigmaticas (um)

Comprimento dos filetes 1°, 2° e 3° nivel (mm)

Numero de grios de pélen por flor
Tamanho do pélen (eixo equatorial, pm)

Quantidade de néctar (ul)

Nimero de grios

70

60

50 A

40 A

30 A

20 A

10 4

Morfa Floral
Brevistila (x + DP; n) Longistila (x £ DP; n)
6+0,3; 10 14,2+ 1,1, 10
1,33 £0,16; 15 1,81 £0,2
5,5a10 13 a 20,2
94+08,11,6 1,1, 6,1+£1,1,82+14,
13,4+1,1; 15 9,7+1,3;15
3361 £211; 10 5223 +£339; 10
62,2 +2,1; 150 50,1 £1,7; 150
0,16 £0,05; 38 0,09 £0,03; 38
I Brevistila

[ Longistila

H‘||I|

45-47

48-50

51-53

54-57 58-60 61-63  64-66 67-69  70-72
Classe de tamanho

Fig. 1 Tamanho de graos de pdlen (um) de flores brevistilas (n = 150) e longistilas (n = 150) de

Cordia leucocephala.

91



Fig. 2 Microscopia eletronica de varredura das papilas estigméticas de flores brevistilas (a) e
longistilas (b). Pélos na base dos filetes de flores longistilas de Cordia leucocephala, formando cinco
canais onde as abelhas inserem as linguas (c). Barras indicam 25 um (a, b) e 1 mm (c).
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5.4.2. Sistema reprodutivo

Experimentos de poliniza¢do controlada mostraram que flores de Cordia leucocephala
sao auto-incompativeis (Tabela 2). Flores que sofreram autopolinizagdo manual e polinizacio
cruzada manual intramorfa produziram apenas um fruto cada. Apenas flores expostas a
poliniza¢do natural (controle) e aquelas que sofreram poliniza¢do cruzada manual intermorfa
formaram frutos substancialmente. A formagdo de frutos nesses dois dltimos grupos foi
similar (tabela 2). Os ovdrios de Cordia leucocephala produzem apenas quatro évulos (n = 10
para cada morfa), mas todos os frutos apenas uma semente. A razdo pdlen/évulo foi de 840,2

+ 52,8 (n = 10) em flores brevistilas e 1305,7 + 84,7 (n = 10) em flores longistilas.

Tabela 2 Experimentos de polinizacdo controlada em Cordia leucocephala. Nos tratamentos de
autopolinizagdo manual, autopolinizacdo espontinea e polinizagdo cruzada manual, botdes florais
foram ensacados antes da abertura floral. Flores expostas (controle) foram marcadas e visitadas
naturalmente. (B = flores brevistilas, L = flores longistilas, * receptor de pélen, ” doador de pélen).

Tratamento de polinizagio Morfa Numero Numero de Taxa de
floral de flores frutos (n)  frutificacdo (%)
Autopoliniza¢do espontanea B 40 1 2,5
L 40 0 0
Autopoliniza¢cdo manual B 40 1 2,5
L 40 0 0
Polinizagdo cruzada manual L*X L 40 0 0
B*X B’ 40 1 2,5
B*XL° 40 14 35
L'XB° 40 9 225
Flores expostas (controle) B 60 25 41
L 60 12 20

5.4.3. Visitantes florais e polinizadores efetivos

Machos e fémeas de Ceblurgus longipalpis foram praticamente os tinicos visitantes
florais de Cordia leucocephala. Durante todo o periodo de trabalho de campo, foram
observadas apenas visitas esporddicas de operdrias de Apis mellifera e uma tnica visita da
borboleta Phoebes sennae (Pieridae). Visita a flores de Cordia leucocephala iniciaram-se
logo ap0s a abertura floral, mas foram mais freqiientes entre 10:00 e 12:00 h (Fig. 3). Fémeas
foram visitantes florais mais freqiientes (média de 9,5 visitas por flor, n = 60 flores) do que
machos (6,4 visitas por flor, n = 60). No entanto, os machos iniciaram as visitas as flores

cerca de 30 minutos antes das fémeas (Fig. 3).
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Fig. 3 Freqiiéncia de visitas florais de machos e fémeas de Ceblurgus longipalpis em Cordia
leucocephala. Observagdes foram realizadas em trés dias ndo consecutivos da abertura a abscisdo
floral.

A anélise de graos de pdlen de Co. leucocephala na superficie do corpo de fémeas de
Ce. longipalpis, ap6s visitas florais, mostrou que os grios aderem principalmente a quatro
regides: a) pecas bucais — parte ventral do primeiro e segundo segmento dos palpos labiais e
premento; b) parte anterior do clipeo, labro e mandibulas; c) escopa ventral do metasoma e d)
escopa do fémur e tibia das pernas posteriores. Palpos labiais e premento apresentaram, em
média, 77,4% graos de polen de flores longistilas (52 + 21,1 graos) e apenas 22,6% de flores
brevistilas (15,2 £ 7,3) (t =4,09; g.1 = 5; p = 0,009; Fig. 4 a). Clipeo, labro e mandibulas, por
sua vez, apresentaram pdlen de flores longi e brevistilas em nimero similares
(respectivamente 41% e 59%; p = 0,5; t = 0,7; d.f = 5; Fig. 4 b). O primeiro e segundo
segmentos dos palpos labiais de Ce. longipalpis possuem pélos longos e plumosos (300-
400um de comprimento), distribuidos espacadamente na superficie ventral (distancia de 100-
200 pm entre os pélos) (Fig. 5 a). A superficie entre os pélos é provida de cerdas curtas
(aproximadamente 10 um) e densas (cerca de 10 um entre elas). Os grdos de pdlen
encontrados nos segmentos basais dos palpos labiais ficam aderidos entre os longos pélos
plumosos e as cerdas (Fig. 5 b). Na superficie ventral do premento encontram-se apenas as
cerdas curtas, enquanto o clipeo e as mandibulas possuem pélos longos e plumosos,
formando uma “franja” (Fig. 5 c). Machos de Ce. longipalpis ndo apresentam pélos na
superficie ventral dos segmentos basais dos palpos labiais e, nos individuos coletados, pouco

ou nenhum grio de pdlen foi encontrado.
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Fig. 4 Média de grios de pélen de flores brevi e longistilas de Cordia leucocephala nas pecas bucais —
parte ventral do primeiro e segundo segmentos dos palpos labiais e premento (a) e parte anterior do
clipeo, labro e mandibulas (b) de Ceblurgus longipalpis. m Média, [] Média + EP e _|_ Média +
1,96*EP.

Fig. 5 Pélos especializados de
Ceblurgus longipalpis  para
coleta de grios de podlen de
flores de Cordia leucocephala.
Visdo geral da cabeca e lingua
de Ceblurgus longipalpis (a).
Grios de pdlen aderidos aos
pélos plumosos e cerdas dos
segmentos basais dos palpos
labiais (b) e aos pélos longos e
plumosos no clipeo e
mandibulas, formando uma
franja (c). Barras indicam 1 mm
(a) € 100 um (b, c).
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A escopa das fémeas é formada por pélos longos e plumosos no f€mur e tibia das
pernas posteriores (Fig. 6 a) e nos esternitos do metasoma (Fig. 6 b). A carga polinica das
escopas apresentou pélen exclusivamente de Cordia leucocephala (Fig. 6 c, d). As escopas
do metasoma e das pernas posteriores continham mais graos de flores longistilas do que de
brevistilas e ambas em propor¢des similares (respectivamente 62,4% e 60% de grios de
flores longistilas na escopa do metasoma e pernas posteriores e 37,6% e 40% de flores

brevistilas, n = 6) (Fig. 7 a, b).

Fig. 6 Pélos especializados de Ceblurgus longipalpis para armazenar e transportar grdos de pélen de
flores de Cordia leucocephala. Pélos longos, densos e plumosos no fémur e tibia posterior (a) e no
esternitos do metasoma (b). Detalhe da escopa no fémur e tibia posterior (c) e nos esternitos do
metasoma (d) cheias de grios de pdlen de flores brevi e longistilas. Barras indicam 100 um (a), 300
um (b), 20 um (c), e 200 um (d).
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Fig. 7 Média de graos de pdlen de flores brevi e longistilas de Cordia leucocephala nas escopas das
pernas posteriores (a) ¢ do metasoma (b) de Ceblurgus longipalpis. A diferenca entre a média de
graos de pélen de flores brevi e longistilas na escopa do metasoma (t = 5,01; d.f = 5; p = 0,004) e das
pernas posteriores (t = 5,11; d.f = 5; p = 0,0037) foi significante. m Média, ] Média + EP e _[_
Média + 1.96*EP.

5.4.4. Fluxo polinico

Durante uma visita floral tnica, individuos de Ceblurgus longipalpis depositaram mais
polen de flores longistilas no estigma de ambas as morfas florais. As fémeas depositaram, em
média, quase duas vezes mais graos em estigmas de flores brevistilas (média de 30,5; n = 10)
e longistilas (26,7; n=10) do que os machos (respectivamente, 13,4 e 7,7; n=10)
(Fig. 8 a, b). A deposi¢do de poélen de anteras do nivel longo (flores brevistilas) em estigmas
de flores longistilas (polinizagdo legitima) foi menor do que vice e versa (polinizacio
legitima, nivel baixo).

No fim da antese, apenas pdlen co-especifico foi depositado em estigmas de flores
brevi e longistilas de Cordia leucocephala. Graos das morfas brevi e longistila foram
registrados no estigma de ambas as morfas. Estigmas de flores longistilas receberam, em
média, 145,6 + 64,9 grios de podlen (n=10) e aquelas de flores brevistilas 71,8 + 26,5
(n=10) (Fig. 9). O fluxo polinico legitimo (intermorfa) foi similar em ambas as morfas,
sendo 53.3 + 44 grios depositados em estigmas longos (n = 10) e 48,5 + 20,7 em estigmas
curtos (n=10) (t=0,3; g1=18; p=0,75). O fluxo polinico ilegitimo (intramorfa), no
entanto, foi maior que o fluxo legitimo em flores longistilas (t=2,2; g1=9; p<0,05) e
menor que legitimo em flores brevistilas (t=3,7; g1=9; p=0,005). O fluxo polinico
ilegitimo em flores longistilas foi muito maior do que aquele de flores brevistilas (t =4,7;

g.1=18; p = 0,0001).
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Fig. 8 Numero médio de graos de pdlen de Cordia leucocephala depositados nos estigmas em visitas
unicas de Ceblurgus longipalpis; (a) machos (n = 10), (b) fémeas (n = 10). O fluxo polinico
intermorfas (legitimo) € representado por linhas sélidas, enquanto o fluxo polinico intramorfas
ilegitimo € representado por linhas pontilhadas.

Longistila Brevistila

Fig. 9 Nimero médio de graos de pdlen de Cordia leucocephala depositados por visitantes florais nos
estigmas de flores brevi e longistilas no fim da antese. O fluxo polinico intermorfas (legitimo) é
representado por linhas sélidas, enquanto o fluxo polinico intramorfas ilegitimo € representado por
linhas pontilhadas.
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Fémeas de Ce. longipalpis forragearam nas flores em busca de néctar e pdlen
(Fig. 10 a, b). Durante a bebida de néctar, foram observados movimentos de contracdo e
retracdo dos segmentos abdominais repetidamente. Os grdos de pdlen foram coletados com as
pecas bucais. Apds uma série de visitas, fémeas limparam a face e as pecas bucais com as
pernas anteriores e entdo transferiram os grios para as escopas. A tibia e fémur das pernas
anteriores das fémeas apresentam uma “franja” de pélos extremamente longos e plumosos ao
longo de sua borda ventral (Fig. 11 a). Graos aderidos a esses pélos, principalmente nas
proximidades do estrigilo (Fig. 11 b), foram encontrados em diversas fémeas.

Durante a patrulha nas flores, a procura de fémeas, os machos geralmente visitaram
flores para coleta de néctar. J4 no fim da antese floral de Co. leucocephala, os machos
procuraram flores longistilas para dormir e agarraram-se aos estigmas longos com suas

mandibulas, o que evitou a queda das flores ocupadas.

\

Fig. 10 Fémeas de Ceblurgus longipalpis coletando pdlen de Cordia leucocephala e os transferindo
para a escopa das pernas posteriores e do metasoma (a). Fémea de Ce. longipalpis com escopas
repletas de pélen Co. leucocephala (b).
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Fig. 11 Pernas anteriores de fémeas de Ceblurgus longipalpis com uma franja de pélos longos e
plumosos ao longo da borda ventral (a) e graos de pdlen de Cordia leucocephala aderidos aos pélos
ao redor do estrigilo (b). Barras = 100 um.

5.5. Discussao

5.5.1. Dependéncia reprodutiva miitua entre Cordia leucocephala e Ceblurgus longipalpis

Nossos resultados mostram que os parceiros Co. leucocephala e Ce. longipalpis
dependem reprodutivamente um do outro. As flores de Co. leucocephala foram visitadas
quase que exclusivamente por fémeas e machos de Ce. longipalpis. Isso também foi
observado em diversos levantamentos de abelhas e plantas meliferas conduzidos em outros
areas de Caatinga como, Sertania e Buique (Pernambuco) (Schlindwein et al., ndo publicado),
Serra Branca (Schlindwein nio publicado) e Sao Jodo do Cariri (Paraiba) (Aguiar e Martins,
1994; Aguiar et al., 1995) e Casa Nova (Bahia) (Martins, 1994), onde essas abelhas também
foram os Unicos visitantes florais. Consequentemente, na auséncia dessa espécie de abelha, as
flores auto-incompativeis de Co. leucocephala ndo devem produzir frutos. Todas as

informagdes da relacdo de Ceblurgus longipalpis com sua planta hospedeira, por sua vez,
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também apontam Co. leucocephala como fonte exclusiva de pdlen, mesmo na presenga de
plantas co-genéricas de Co. globosa, indicando um dos raros casos de monoletia em abelhas.
Isso quer dizer que, na auséncia dessa planta, a abelha Ce. longipalpis talvez nao sobreviva.
Esse tipo de interacdo, onde um polinizador depende de unica espécie de planta e vice e
versa, € raro. Seria interessante investigar se essa abelha também € o unico polinizador de
Co. leucocephala em outras areas de ocorréncia dos parceiros.

As flores tubulares, brancas e vistosas de Co. leucocephala deveriam atrair uma grande
variedade de polinizadores. No entanto, as anteras ficam escondidas na base do tubo floral, o
que dificulta a coleta de pdlen por visitantes florais generalistas. Apenas abelhas com pecas
bucais longas e especializadas sdo capazes de coletar o polen de dificil acesso. A coleta de
pélen com as pecas bucais em flores tubulares ndo é muito comum, mas surgiu em diferentes
linhagens, sempre envolvendo adaptagcdes especificas de diferentes espécies de abelhas
(Eickwort et al., 1986; Miiller, 1995; 1996b; 2006; Alves-dos-Santos e Wittmann, 1999;
Miiller e Kuhlmann, 2003; Krenn et al., 2005). Em Ce. longipalpis, os pé€los longos e
plumosos nos segmentos basais dos palpos labiais sdo adaptagdes para a coleta de podlen,
principalmente das anteras de nivel baixo de flores longistilas. As andlises de pdlen mostram,
portanto, que flores brevistilas sdo polinizadas exclusivamente por grios aderidos a essa
pilosidade dos palpos labiais.

Virias caracteristicas envolvidas na associacdo entre Ce. longipalpis e
Co. leucocephala remetem aquelas da associacdo entre Ancyloscelis gigas e Eichornia azurea
(Alves-dos-Santos e Wittmann, 1999; 2000; Alves-dos-Santos, 2002; 2003). Nos dois casos,
as espécies vegetais envolvidas apresentam auto-incompatibilidade heteromérfica (tristilia no
caso de Eichornia), flores tubulares com corola longa e estreita, e anteras de dificil acesso a
visitantes ndo especializados. Em ambos os casos existe apenas uma espécie de abelha
polinizadora especializada, estritamente oligoléticas (provavelmente monoléticas). Ambas as
abelhas apresentam pegas bucais extremamente longas, providas com pélos ndo usuais para
coleta de pdlen, adaptados especialmente para remover o pélen das flores com anteras de
nivel baixo (longistilas). Além do mais, nesses dois sistemas, visitantes florais competindo
por recursos sdo praticamente ausentes. Em locais onde Ancyloscelis gigas ndo ocorre,
populacdes de E. azurea sofreram quebra de hetorostilia (Alves-dos-Santos, 2002). Isso
também pode ser esperado na associacdo entre Ce. longipalpis e Co. leucocephala caso a
abelha ndo seja substituida por outro polinizador especializado com pecas bucais longas para

garantir a polinizacdo de flores brevistilas.
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Além de permitir a coleta de pdlen de dificil acesso, as pecas bucais longas de
Ce. longipalpis também sdo utilizadas para a coleta de néctar na base do tubo de flores de
Co. leucocephala. Outros visitantes florais com pegas bucais compridas, como borboletas,
abelhas Euglossini, Centridini e Eucerini, ou até mesmo beija-flores, também alcancariam os
nectarios na base das flores. A diminuta quantidade de néctar, no entanto, torna as flores de
Co. leucocephala pouco atrativas para polinizadores de médio a grande porte.
Concomitantemente, essa pequena disponibilidade de néctar por flor parece ser suficiente
para suprir as necessidades energéticas e de alimentacdo larval de Ce. longipalpis, uma vez
que ndo foram observadas visitas adicionais em flores ricas em néctar.

A associacdo obrigatéria entre Ce. longipalpis e Co. leucocephala parece ser isolada
em um contexto filogenético, uma vez que ndo existem registros de qualquer espécie
relacionada aos parceiros que também estejam envolvidas em interagdes planta-polinizador.
Cordia é um género diverso e pantropical que abrange cerca de 350 espécies (Miller, 2001;
Judd et al., 2007). As informagdes disponiveis apontam uma série de sistemas de polinizagao,
incluindo polinizagdo por moscas, borboletas, esfingideos, abelhas, beija-flores e morcegos
(Opler et al., 1975; Machado e Loiola, 2000; Souza-Silva et al., 2001; Darrault e
Schlindwein, 2002).

A abelha monotipica Ce. longipalpis é a tinica espécie de Rophitinae no Brasil, e é
extremamente isolada geograficamente. As espécies de Rophitinae encontradas mais
proximas a abelha da Caatinga Ceblurgus, pertencem aos géneros Goeletapis e Penapis e
ocorrem a cerca de 5000 km de distincia, além das Cordilheiras dos Andes, em desertos do
Peru e Chile (Rozen, 1997). Juntamente com Ceblurgus, esses géneros constituem a tribo sul-
americana Penapini, que sdo, com apenas cinco espécies, as unicas rophitines da América do
Sul (Engel, 2001; Michener, 2007; Patiny et al., 2007). Abelhas dessa tribo divergem da
maioria das outras Halictidae pela presen¢a da peca bucal longa, formada pelo alongamento
da glossa, palpos labiais e gileas (Rozen, 1997; Engel, 2001; Michener, 2007). No entanto,
em Goeletapis e Penapis, os p€los nos palpos labiais sdo delgados e ndo plumosos e curtos e
inconspicuos, diferentemente dos pélos longos e plumosos que formam a “escova de pdlen”
na base dos dois segmentos dos palpos labiais de Ceblurgus (Rozen, 1997).

Assim como outras espécies de Rophitinae, as espécies de Penapini também sdo
oligoléticas. As plantas hospedeiras de Goeletapis peruensis sdo Exodeconus maritimus
(Benth.) D’Arcy e E. prostratus (L"Herit) Def. (Solanaceae), enquanto que aquelas de

Penapis penai, P. moldenkei e, provavelmente, P. toroi, sdo duas espécies de Argylya
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(Bignoniaceae) (Rozen, 1997; Patiny et al., 2007). Todas as trés familias de plantas
hospedeiras associadas as abelhas Penapini ndo sdo filogeneticamente relacionadas umas as
outras e pertencem a diferentes ordens vegetais (Stevens, 2001).

As espécies hospedeiras, no entanto, apresentam flores tubulares longas e estreitas
como caracteres em comum (Rozen, 1997). As pecas bucais longas e modificadas das
Penapini foram provavelmente a condigdo para a especializacdo nos recursos florais
escondidos, ndo disponiveis para abelhas com linguas curtas. Nesse caso, devem ter ocorrido
mudangas de plantas hospedeiras por uma espécie de abelha ancestral para plantas
hospedeiras ndo relacionadas. A glossa prolongada, envolta por um tubo formado pelos
segmentos alongados dos palpos labiais nas poucas espécies de Penapini, ¢ uma adaptacio
convergente para a coleta de néctar em flores tubulares longas, andloga aquela encontrada nas
abelhas de linguas longas (sensum Michener, 2007). Estruturas alternativas aquelas de
abelhas de linguas longas em linguas de abelhas de linguas curtas foram descritas também em
Niltonia virgilii, Colletidae (Laroca e Almeida, 1985; Laroca et al, 1989) e
Dufourea novaeangliae, Halictidae (Eickwort et al., 1986). Essas abelhas coletam néctar em
flores de corolas tubulares longas de Jacaranda puberula (Bignoniaceae) e

Pontederia cordata (Pontederiaceae), respectivamente.

5.5.2. Fluxo polinico

Flores brevi e longistilas de Co. leucocephala diferem em vérios caracteres, trés dos
quais jd tinham sido mencionados por Machado (1990), o que também foi tipico em outras
espécies do mesmo género (Nowicke e Ridgway, 1973; Percival, 1974; Opler et al., 1975;
Gibbs e Taroda, 1983; Taroda e Gibbs, 1986; 1987; Nowicke e Miller, 1990). De acordo com
Darwin (1877), a posi¢do reciproca das anteras e estigmas em espécies distilicas leva a uma
deposicdo de grios de pdlen de anteras dos dois niveis em posi¢des distintas no corpo dos
polinizadores efetivos. Isso aumentaria a polinizagdo cruzada porque os polinizadores iriam
contatar os estigmas do nivel correspondente com essas partes do corpo, onde os grios
legitimos estariam aderidos. Isso significa que a distilia otimiza o fluxo polinico intermorfas.
Em Co. leucocephala, a clara separacdo entre os tamanhos de grios de pdlen de flores
brevistilas e longistilas permitiram verificar a origem dos graos de pélen aderidos a diferentes
partes do corpo das abelhas e avaliar fluxo polinico intra e intermorfa na associacdo entre
Ce. longipalpis e Co. leucocephala.

As andlises polinicas revelaram claramente que a pilosidade dos palpos labiais das

fémeas de Ce. longipalpis é uma ferramenta especifica para coleta de pdélen de estames
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curtos, enquanto que os graos de pélen de estames longos aderiram principalmente ao clipeo,
mandibulas e labro, misturado com pdélen de estames curtos. Como esperado, as estruturas de
transporte de polen (escopas das pernas posteriores e do metasoma), continham uma mistura
de polen de flores brevi e longistilas semelhante a taxa natural. Isso mostra que fémeas de
Ce. longipalpis coletaram pélen de ambos os niveis com a mesma eficiéncia. A avaliacdo do
fluxo polinico, no entanto, revelou um resultado ndo esperado: enquanto ndo houve diferenca
significativa no fluxo legitimo (polinizacdo cruzada intermorfa) entre flores brevi e
longistilas, o fluxo polinico ilegitimo (intramorfa) de anteras de flores longistilas (estames
curtos) para estigmas também de flores longistilas foi muito maior do que o fluxo polinico
ilegitimo de anteras de flores brevistilas (estames longos) para estigmas de flores brevistilas.
Adicionalmente, mais pdlen ilegitimo foi depositado em estigmas de flores longistilas e
menos podlen ilegitimo em estigmas de flores brevistilas do que pdlen legitimo cruzado nos
estigmas dos dois niveis. No entanto, ndo € possivel saber se o fluxo polinico ilegitimo é
originado por graos de flores diferentes intramorfa ou graos da mesma flor (autopolinizagdo).
A associacado entre Ceblurgus longipalpis e Cordia leucocephala, portanto, é caracterizada
por um fluxo polinico legitimo equilibrado em flores brevi e longistilas, apesar de um fluxo
polinico ilegitimo fortemente desequilibrado em ambos os niveis e um maior investimento
masculino em flores longistilas quando comparado a flores brevistilas.

Em sintese, a relacdo extremamente restrita entre Cordia leucocephala e seu
polinizador efetivo, monolético e altamente especializado Ceblurgus longipalpis parece ser
resultado de adaptacdes em ambos os parceiros. No entanto, a auséncia de interagdes de
espécies relacionadas filogeneticamente torna a co-evolucdo um evento pouco provavel.
Estruturas caracteristicas, como as incomuns pecas bucais longas, também encontradas em
outras Penapini, sdo necessdrias para a coleta de néctar nas flores de suas respectivas plantas

hospedeiras, ndo relacionadas filogeneticamente a Cordia.
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6. Conclusoes e perspectivas futuras

Esta tese de doutorado suscitou contribuicdes inéditas para o atual conhecimento
cientifico da ecologia cognitiva e da polinizagdo envolvendo abelhas oligoléticas e suas
plantas hospedeiras.

Na interacdo entre a abelha oligolética Chelostoma rapunculi e uma de suas plantas
hospedeiras, Campanula trachelium, foi evidenciado que essas abelhas sdo providas de
adaptacdes neuroldgicas visuais e olfativas que controlam a atracdo e a preferéncia inata
pelos sinais florais dessa planta hospedeira. As flores de Ca. trachelium sdo caracterizadas
por sinais visuais repetitivos na natureza, i.e. cor UV-azul, mas ao mesmo tempo por sinais
olfativos especificos, as espiroacetais. Espiroacetais sdo volateis florais extremamente raros -
das cinco aqui identificadas apenas uma j4 tinha sido descrita como volatil floral - e sdo
justamente elas as Unicas substincias capazes de atrair abelhas inexperientes de
Ch. rapunculi. As espiroacetais sdo, portanto, a chave para o reconhecimento da planta
hospedeira Ca. trachelium e essa preferéncia neuroldgica inata por voldteis florais tdo
especificos deve ser um dos fatores que explicam a oligoletia em Ch. rapunculi. Este estudo
mostrou, pela primeira vez, como uma abelha oligolética reconhece sua planta hospedeira.

Na interacdo entre Ceblurgus longipalpis e Cordia leucocephala, foram evidenciadas
adaptacdes morfolégicas em ambos os parceiros. A abelha Ce. Longipalpis desenvolveu
pecas bucais alongadas e pilosas, incomuns entre abelhas de linguas curtas, para explorar o
pélen escondido de flores longistilas de Co. leucocephala e o néctar na base do tubo floral,
ambos inacessiveis para outros visitantes florais. Nessa interagc@o a planta distilica depende da
abelha como unico polinizador e a abelha depende da planta como fonte de polen,
representando um dos raros casos de monoletia e de dependéncia mutua entre abelhas
oligoléticas e plantas hospedeiras.

Este estudo abre caminho para trabalhos futuros. Como Ch. rapunculi coleta pdlen em
vérias espécies de Campanula, é razoavel acreditar que os compostos florais especificos de
Ca. trachelium sejam compartilhados por espécies co-genéricas. Além do mais, espécies de
Campanula sao fontes exclusivas de pdlen para diversas espécies de abelhas oligoléticas de
diferentes familias. A avaliacdo do reconhecimento inato de flores de Campanula por
diferentes espécies oligoléticas pode revelar uma convergéncia evolutiva neuroldgica para o
reconhecimento das plantas hospedeiras. Por fim, seria interessante investigar se a abelha
monolética Ce. longipalpis utiliza volateis florais espécie-especificos para reconhecer sua

unica planta hospedeira, Co. leucocephala.
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