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LIMA, T. D. D. AS COMO DUAS ESPECIES DE CHAMAECRISTA LIDAM COM
O DILEMA DO POLEN? DIFERENCA NO TAMANHO FLORAL E ESTRATEGIA
REPRODUTIVA MEDIADA PELAS ABELHAS, 2019. 35p. DISSERTACAO
(MESTRADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”, BOTUCATU.

Resumo: A variacdo no tamanho floral entre espécies vegetais interfere diretamente no grau de
heteranteria e grau hercogamia dentro da flor, e pode favorecer a divisdo de trabalho entre as
anteras, diminuindo o conflito por pdlen entre planta e polinizador. Neste trabalho, nosso
objetivo principal é investigar como o tamanho floral modifica o processo de polinizacgdo e
estratégia reprodutiva em duas espécies com tamanhos florais contrastantes: Chamaecrista
desvauxii var. latistipula e Chamaecrista nictitans. Nossa hipétese € de que a morfologia das
flores maiores de C. desvauxii var. latistipula com androceu evidentemente heteromorfico
favoreca a divisdo de trabalho, e a seguranca reprodutiva nessas flores ocorra via anteras de
polinizacdo; enquanto que a morfologia das flores menores de Chamaecrista nictitans ndo
favorece a divisdo de trabalho entre as anteras e que a seguranca reprodutiva e o conflito por
polen sejam superados pelo predominio da autopolinizacdo. Nossos resultados indicam que ndo
ocorre divisdo de trabalho entre os conjuntos das anteras em ambas as espécies, embora o
heteranteria seja visivel em C. desvauxii. Independente do tamanho das flores os diferentes
conjuntos de anteras nao diferem em atracao visual para as abelhas. Ja em flores menores de C.
nictitans nossos resultados indicam a quebra da heteranteria e da hercogamia em um sistema
mais generalista quando comparado a flores maiores de C. desvauxii var. latistipula. As flores
pequenas de C. nictitans dependem do auto polen para alcancar o sucesso reprodutivo, 0 mesmo
ndo ocorre com as flores grandes de C. desvauxii. A preponderancia da autopolinizacao
mediada pelas abelhas ou por autopolinizacdo espontinea é evidente nas flores menores,

diferente das flores de C. desvauxii muito mais dependente da visita das abelhas.

Palavras chaves: Divisao de trabalho, heteranteria, hercogamia, autopolinizacéo, dilema do

polen, tamanho floral, polinizacao por vibracéo.



LIMA, T. D. D. AS TWO SPECIES OF CHAMAECRISTA DEAL WITH THE
DILEMMA OF THE POLLEN? DIFFERENCE IN FLORAL SIZE AND REPRODUCTIVE
STRATEGY MEDIATED BY BEES, 2019. 35p. MASTER THESIS (MASTER) —
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”, BOTUCATU.

Abstract: The variation in floral size between plant species directly interferes with the degree
of heteranthery and degree of hercogamy within the flower and may favor the division of labor
between the anthers, reducing the conflict between plant pollen and pollinator. In this work, our
primary objective is to investigate how the floral size modifies the pollination process and
reproductive strategy in two species with contrasting floral sizes: Chamaecrista desvauxii var.
latistipula and Chamaecrista nictitans. We hypothesize that the morphology of the larger
flowers of C. desvauxii with evident anther dimorphism favors the division of labor, and
reproductive security in these flowers occurs via pollination anthers. Alternatively, the
morphology of the smaller flowers of C. nictitans does not favor the division of labor between
the anthers and that reproductive security and pollen conflict are overcome by the predominance
of self-pollination. Our results indicate that there is no division of labor between the anther sets
in both species, although heteranthery is visible in C. desvauxii. Regardless of the size of the
flowers, the different anther sets do not differ in visual attraction for the bees. In smaller flowers
of C. nictitans, our results indicate the breakage of heteranthery and hercogamy into a more
general system when compared to larger flowers of C. desvauxii. The small flowers of C.
nictitans depend on auto pollen to achieve reproductive success, the same does not occur with
the large flowers of C. desvauxii. The preponderance of self-pollination by bees or spontaneous
self-pollination is evident in the smaller flowers, different from the flowers of C. desvauxii,

which is much more dependent on the visit of the bees.

Keywords: Division of labor, heteranthery, hercogamy, self-pollination, pollen dilemma, floral

size, vibration pollination.



1. Introducéo

A maior parte das plantas com flores depende dos animais para que ocorra a polinizacéo.
A interacdo planta-polinizador envolve muitas espécies de polinizadores por espécie vegetal e
vice-versa (Waser et al., 1996; Morgan 2006). A relacao entre flor e visitante é mediada por
recursos florais, que atraem os animais, e acaba favorecendo a transferéncia do pdlen (Varassin
& Amaral-Neto, 2014). Os recursos florais tendem a saciar as necessidades fisiologicas do
polinizador como a alimentacdo, reproducéo e na construcdo de ninhos, e conseguintemente o
polinizador presta servigo transferéncia do gameta masculino (Agostini et al. 2014). A forma
com que 0s recursos estdo alocados na flor interfere diretamente no comportamento do animal
durante a visita e determina o acesso ao recurso (Solis-Montero & Vallejo-Marin, 2017). Desta
maneira, a morfologia floral, pode limitar no acesso ao recurso floral, garantindo que o visitante
realize varias visitas e obtenha o minimo de recurso, aumentando o nimero de visitas e chances
de ocorrer a fertilizacdo dos 6vulos. Em contraponto, o visitante tenta coletar o0 maximo de
recurso em uma unica visita, otimizando o forrageio com o minimo de esforgos (Agostini et al.
2014).

Entre os grupos de polinizadores, as abelhas, sd&o um grupo diverso e numeroso, e
dependem dos recursos florais para sua sobrevivéncia (Michener, 2007). A dependéncia das
abelhas por recurso florais e a das plantas pelo servico de polinizagdo, propiciou a evolucdo de
adaptacOes da morfologia e do comportamento das abelhas para acesso dos recursos florais, e
adaptacOes nas pecas florais e do proprio recurso para atracdo dos visitantes (Pinheiro et al,
2014). A polinizagdo por vibragdo é um exemplo de adaptagdo do comportamento da abelha
para coleta do pdlen, e da morfologia floral para a protecdo dos grdos de pélen (Buchmann,
1983; De Luca & Vallejo-Marin, 2013). Cerca de 6 a 8% das espécies vegetais sdo polinizadas
pela vibracdo das abelhas, que sdo caracterizadas por terem anteras poricidas, auséncia ou baixa
quantidade de néctar, sendo o polen a principal recompensa oferecida as abelhas (Buchmann,
1983, Vallejo-Marin et al., 2010). Para que as abelhas coletem o pdlen, elas precisam agarrar
uma ou mais anteras e transmitir as contra¢cdes musculares do torax, o que faz com que os grdos
de polen dentro das anteras sejam liberados pelo poro para o corpo da abelha, em regides como
abdome e térax (Michener, 1962; Buchmann, 1983; Hrncir et al., 2008). A liberacao do polen
acaba, por sua vez, sendo dependente do grupo de abelhas que consegue realizar a vibracao das
anteras (Vallejo-Marin, 2018). As flores que ofertam pdlen como o Unico recurso foram
chamadas de flores de pdlen (Vogel 1978), e acabam enfrentando um conflito maior quando
comparadas que as plantas que ofertam poélen e néectar. Pois neste caso o polen € o recurso que

atrai as abelhas, e abriga o gameta masculino, responsavel pela reproducdo (Vallejo-Marin et
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al. 2009; De Luca & Vallejo-Marin 2013). Se o polen é excessivamente consumindo pelas
abelhas, o numero de gametas masculinos disponiveis para a fertilizacdo dos évulos torna-se
limitado, gerando um conflito para a planta, que ¢ conhecido como “dilema do polen” (Luo et
al. 2009; Lunau et al. 2014).

Acredita-se que este conflito tenha levado a evolucdo de mecanismos para restringir a
coleta de pdlen (Lunau, et al. 2015). Uma possivel estratégia € a producdo de dois ou mais
morfos diferentes de estames (heteranteria), que diferem quanto a forma, posic¢ao, tamanho e/ou
cor. Os estames diferentes poderiam reduzir o conflito por pdlen por permitir funcgdes distintas
para cada conjunto de estames (Luo et al. 2008; Vallejo-Marin et al. 2009). Muller (1883)
propOs a hipotese de divisdo de trabalho, no qual estames diferentes desempenham funcdes
diferentes durante a visitagdo das abelhas. O conjunto de estames com anteras menores e
centrais na flor, com cores mais vibrantes, seriam “anteras de alimentag¢do”, atraindo e
disponibilizando polen aos visitantes florais. O segundo conjunto, com anteras maiores
deslocadas do centro da flor, muitas vezes com uma coloracdo opaca, diferente das demais
seriam as “anteras de poliniza¢ao” menos exploradas pelas abelhas, e direcionariam a deposi¢éo
de polen em sitios estratégicos no corpo dos polinizadores, favorecendo a reproducao sexuada
dessas espécies vegetais (Muller, 1883; Agostini et al., 2014; Vallejo-Marin et al., 2014). Desta
forma, haveria uma seguranca reprodutiva para as plantas, ja que o polen ndo seria
completamente explorado pelas abelhas como recurso alimentar para as larvas (Westerkamp
1996).

A variacdo no tamanho floral entre espécies vegetais interfere diretamente no grau de
heteranteria e grau de separacdo espacial antera-estigma (hercogamia), e pode favorecer a
divisdo de trabalho entre as anteras dentro da flor, diminuindo o conflito por pélen entre planta
e polinizador (Jesson & Barret 2003; Luo et al. 2008; Vallejo-Marin et al. 2014). Flores de
po6len maiores tém maior espaco interno o que facilita divisdo de trabalho entre anteras, podendo
existir alto grau de heteranteria e hercogamia. Existem diversos exemplos da separacdo entre
os conjuntos de anteras em diferentes linhagens de plantas, especialmente em Solanaceae,
Melastomataceae e Fabaceae, no qual anteras menores estdo mais ao centro da flor, enquanto
que as anteras maiores estdo mais marginais (Vallejo-Marin et al. 2014, Solis-Montero &
Vallejo-Marin, 2017; Muller 1883). Assim, o polinizador chega para coletar o pélen das anteras
de alimentacéo e ao vibrar o conjunto de anteras, as anteras de polinizacdo depositam polen em
sitios seguros no corpo do polinizados (Solis-Montero & Vallejo-Marin, 2017; Mdiller 1883).
Jaem flores pequenas, 0 espaco dentro da flor é reduzido, o que dificultaria a divisdo de trabalho
entre o conjunto de estames, devido a reducdo ou a quebrada da heteranteria (\VVallejo-Marin et

al. 2014). Neste caso, as anteras estdo mais proximas entre si e da regido estigmatica, e a



seguranca reprodutiva pode ser garantida pela preponderancia da autofertilizacdo dentro da
prépria flor (Vallejo-Marin et al. 2014).

Em um estudo realizado com espécies do género Solanum (Solanaceae) que possuem
flores de polen de diferentes tamanhos, os autores relacionam a diminuicdo do tamanho floral
com a reducdo ou a quebra da separacao espacial entre os 0rgaos reprodutivos antera-estigma,
e também a diminuicdo da diferenca entre anteras (heteranteria), da alocacdo de recursos e da
relagdo podlen/évulo (Vallejo-Marin et al. 2014). Flores maiores alcancariam 0 sucesso na
polinizagdo devido a existéncia de divisdo de trabalho entre os morfos das anteras, o que
diminuiria o conflito com as abelhas explorando os graos de p6len como recurso. De maneira
distinta, a reducéo do tamanho floral levaria a um aumento na taxa de autofertilizagéo frente a
fertilizacdo cruzada pela diminuigdo da separacdo espacial antera-estigma (Vallejo-Marin et al.
2014). Embora os autores tenham criado expectativas claras sobre o funcionamento das flores
com diferentes tamanhos e morfologias, e as estratégias alternativas das flores de pdlen para
lidar com o dilema do podlen, ndo existem evidéncias empiricas diretas contrastando o
funcionamento das flores de pélen com diferentes tamanhos e seus visitantes florais. Neste
trabalho, nosso objetivo principal € investigar como o tamanho floral modifica o processo de
polinizagdo e estratégia reprodutiva em duas espécies do género Chamaecrista Moench
(Fabaceae) polinizadas por vibracdo. Para tanto, selecionamos duas espécies proximamente
relacionadas com tamanhos florais contrastantes: Chamaecrista desvauxii var. latistipula
(Benth.) G.P.Lewis e Chamaecrista nictitans (L.) Moench. Nossa hipdtese é de que a
morfologia das flores maiores de C. desvauxii com androceu evidentemente heteromorfico
favoreca a divisdo de trabalho, e que a seguranca reprodutiva nessas flores ocorra via anteras
de polinizacdo; enquanto que a morfologia das flores menores de Chamaecrista nictitans ndo
favoreca a divisdo de trabalho entre as anteras e que a seguranca reprodutiva e o dilema do
polen sejam superados pelo predominio da autopolinizacdo. Dessa forma, nés procuramos
responder as seguintes perguntas especificas: (i) Como a diferenca no tamanho floral modifica
a morfologia das flores, o grau de hercogamia e heteranteria nas duas especies de
Chamaecrista? (ii) A diferenca no tamanho das flores esta correlacionada com mudangas na
producdo relativa de grdos de polen e dvulos? (iii) As diferengas no tamanho floral e
disponibilidade de recursos geram mudancas na assembleia de polinizadores e antagonistas?
(iv) Existe divisdo de trabalho entre os morfos das anteras nas flores pequenas de C. nictitans e
flores maiores de C. desvauxii var. latistipula? (v) Flores pequenas de C. nictitans favorecem a

autopolinizacdo em relagdo as flores maiores de C. desvauxii var. latistipula?



2. Material e Método

2.1. Espécies focais e area de estudo

O género Chamaecrista Moench (Caesalpinioideae - Fabaceae) tem aproximadamente
330 espécies (Lewis, 2005). O Brasil é considerado o centro de diversificacdo do género com
256 espécies, sendo 207 dessas endémicas (Souza & Bortoluzzi 2015). As espécies do género
variam entre arvores, arbustos, subarbustos e ervas, que podem se anuais, bianuais ou perenes.
Sdo caracterizadas por ter em folhas compostas, alternadas, paripinadas, com nectarios
extraflorais. Apresentam racemos com uma a muitas flores, 5 sépalas; 5 pétalas, amarelas,
androceu 5-10 estames férteis, anteras poricidas; ovario supero, unicarpelar (Queiroz & Loiola,
2009).

As flores de espécies do género Chamaecrista sdo polinizadas por abelhas que vibram
as anteras poricidas para a liberacdo dos graos de poélen, e existe grande variagdo no tamanho
floral entre espécies (Queiroz & Loiola, 2009; Dantas & Silva, 2013). Nessas plantas, os graos
de pdlen séo os Unicos recursos disponiveis para a atracdo das abelhas. Foram utilizadas como
espécies focais neste estudo Chamaecrista desvauxii var. latistipula e C. nictitans.
Chamaecrista desvauxii var. latistipula possui flores com cerca de 2 cm de diametro, enquanto
C. nictitans possui flores menores com cerca de 0,5 cm de diametro.

O estudo foi conduzido no municipio de Sdo Bernardo do Campo/SP, em uma area em
que transplantamos 60 plantas (Figura 1), sendo 30 individuos de Chamaecrista desvauxii var.
latistipula, e 30 de C. nictitans. As plantas de C. nictitans foram transplantadas de uma
populacédo natural que ocorre dentro do campus da Universidade Federal do ABC (UFABC), e
C. desvauxii var. latistipula vieram de uma populacéo natural que ocorre na margem da Represa
da Cantareira. Ambas espécies sdo comumente encontradas juntas em diferentes areas dentro
do estado de Séo Paulo. Utilizamos como critério para o transplante a presenca de com botdes
florais, indicando que as plantas ja estavam reprodutivas. Os individuos foram transplantados
para vasos (11L para C. nictitans e 18L para C. desvauxii var. latistipula); e a remocao das
plantas em campo de ambas espécies ocorreu no més de dezembro em plena estacdo chuvosa
para favorecer o sucesso dos transplantes dos individuos. Para cada planta transplantada o solo
adjacente a insercdo do caule no solo (20 x 20 x 30 cm) foi removido junto com o sistema
radicular e transferido para cada vaso. Para completar o solo casa vaso, um substrato composto
por 40% de terra vegetal (Terra vegetal para plantacdo de gramas, flores, hortalicas e plantas

em geral — ABC Garden; 19,8kg) e 60 % de areia lavada fina.



Figura 1: Populacdo de Chamaecrista desvauxii var. latistipula (Benth.) G.P.Lewis e Chamaecrista nictitans (L.)
Moench. (Leguminosae) cultivadas dentro do campus da Universidade Federal do ABC (UFABC). (a) Area
ocupada pelas plantas; em vermelho esta a altura das plantas com até 2 m de C. desvauxii e 0.3 m de C. nictitans,
(b) individuo de C. nictitans (c) individuos de C. desvauxii, (d) flor de C. desvauxii, (e) flor de C. nictitans. (f)
ramos com flores e folhas em destaque de C. desvauxii, e (g) ramos com flores e folhas em destaque de C. nictitans.

Escala 0,5 cm figura (d,e).

2.2. Morfologia floral de C. desvauxii var. latistipula e C. nictitans

Para caracterizar a variacdo na morfologia floral entre as duas espécies, amostramos 20
flores virgens de 15 individuos de cada espécie. As flores amostradas foram previamente
ensacadas antes da antese. Apés a abertura, a flores foram coletadas e armazenadas em um
recipiente com papel filtro umedecido e mantida em temperatura ambiente a fim de evitar
desidratacéo das estruturas florais. Em seguida, o recipiente foi mantido refrigerado, enquanto
as flores eram dissecadas. A dissecacdo do material foi feita em lupa e as fotografias obtidas
com escalas a partir de uma camera embutida a lupa (Modelo — ZEISS SteREO Discovery V8).
Foi utilizada massa de modelar para dar suporte a flor em todas as etapas da dissecacdo do
material. Para a padronizagdo das fotografias, a primeira fotografia foi tomada com a flor
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intacta. Subsequentemente, as pétalas foram retiradas ou dobradas na base, com excecao da
pétala maior que foi fotografada frontalmente e lateralmente. Em seguida, foi retirada, para
melhor observacdo do androceu e gineceu. Os estames foram fotografados frontalmente e
lateralmente, assim como o gineceu. O estigma foi fotografado com o maior aumento. Para a
tomada de medidas morfométricas, nos utilizamos o processador de imagens ImageJ 1.8.0. Para
cada flor, obtivemos as seguintes medidas: comprimento maximo da sépala mais externa;
distancia do poro da antera mais proxima do estigma; distancia entre o poro da antera mais
distante da estigma; comprimento individual de todos os estames (antera mais filete); diametro
e espessura dos poros das anteras e didmetro do estigma (em flores virgens, e em flores
visitadas). O grau de heteranteria foi obtido calculando o erro padréo descrevendo a variagéo
do comprimento das anteras dentro de cada flor.

Para o melhor detalhamento da area do estigma, do poro das anteras e dos grdos de polen
utilizamos um microscopio eletrdnico de varredura (MEV FEI Quanta 250). Inicialmente as
flores foram fixadas em uma solucdo de FAA 50 % (formalina, acido aceético e alcool etilico
50%) durante 24 horas e lavadas trés vezes em &lcool 70 %. Em seguida, as flores foram
desidratadas em série alcodlica, 15 minutos em cada concentracdo de alcool (80%, 90%) e
alcool absoluto (Synth), permanecendo ao final em alcool etilico absoluto por 24 horas. As
amostras foram ent&o foram secas com COz no Ponto Critico (Leica CPD300) preservando a
integridade de amostras, e montadas em uma base de aluminio (stubs) com o auxilio de um
microscopio estereoscopico (LABORMED - Luxeo 4Z). Finalmente as amostras foram

metalizadas com ouro no Sputtering (Leica EM ACE 200) com uma cobertura de 16 pm.

2.3. Contagem dos gréaos de pdlen e dos 6vulos das flores de C. desvauxii var. latistipula e

C. nictitans

Para a contagens do numero de grédos de polen e 6vulos selecionamos 10 plantas distintas de
cada espécie de Chamaecrista. Em C. desvauxii, selecionamos um bot&o floral por planta para
ambas as contagens de grdos de pdlen e dvulos. Ja em C. nictitans selecionamos 10 botGes
florais por planta dado que a quantidade de grdos de polen por flor nessa espécie € muito
pequena e ndo foi possivel realizar as contagens de graos de pélen em flores individuais.

Os botdes em pré antese de ambas espécies foram fixados FAA 50 % (formalina, acido
acetico e alcool etilico 50%) durante 24 horas, e em seguida dissecados para a separacao do
androceu. O androceu de uma Unica flor de C. desvauxii ou de dez flores em C. nictitans foram
colocados em um eppendorf de 2ml de volume e adicionamos 600 pl de dgua destilada com

Tweenn20 (concentracdo Tweenn20, 5u para 600 ml de agua destilada). Adicionamos ainda



uma microesfera (0,90 g) na mistura e agitamos o eppendorf em velocidade maxima utilizando
um agitador vortex (180 segundos para C. desvauxii var. latistipula e 60 segundos para C.
nictitans). Por fim, com o eppendorf ainda no agitador vortex retiramos uma sub-amostra da
solucdo de 10 pl com uma pipeta e colocamos a amostra na camera de Neubauer para realizar
a contagem dos graos de pdlen no microscopio de luz (aumento 4x10). Para a contagem de
6vulos, o ovario foi cortado longitudinalmente com uma Iamina afiada sobre uma placa de petri
e levado a lupa. Para obtermos a razdo P/O (p6len/6vulo) noés dividimos o nimero de graos de
polen por flor pelo numero de 6vulos por flor em cada planta por espécie de acordo com
Crudden (1977).

2.4. Padrao de visitacdo de espécies de abelhas em flores de C. desvauxii var. latistipula e

C. nictitans

Para avaliar a frequéncia de visitas e 0 comportamento das abelhas durante a visitacéo
das flores nés realizamos observacGes focais em 30 plantas durante um total de 22 horas em
dois anos consecutivos (verdo de 2018 e 2019) em cada espécie de Chamaecrista. Em cada dia,
nos sorteamos cinco plantas entre as 30 plantas de cada espécie, e realizamos censos de 30
minutos de observacdo das abelhas. Realizamos um intervalo de 30 minutos entre 0s censos
quando capturamos imagens dos visitantes florais para seu reconhecimento posterior. Durante
as observac0es, foram registradas as seguintes informagdes por planta e/ou por flor: nimero de
flores abertas; horario da visita; espécie de visitante; comportamento do visitante na flor
(vibracdo do conjunto das anteras, vibracdo de cada antera individualmente, corte das anteras
com a mandibula, coleta de grdos de polen nas pétalas e sobre as anteras), e 0 nimero de
vibracOes das abelhas por flor. As vibracdes foram quantificadas por meio da contagem do
numero de vibracdes emitidas pela abelha durante a vibragdo da musculatura do torax (quando
ocorre). Em cada planta focal observada, também quantificamos o nimero de flores e botdes
visitados. Logo ap0s cada censo de observacdo das visitas, as flores foram coletadas para
quantificacdo do numero de grdos de polen transferidos ao estigma. Para tanto, cortamos uma
porcao do estilete contendo a regido receptora do carpelo (estigma) com o auxilio de pincgas e
depositamos o contetido em laminas histoldgicas. Para facilitar a contagem de grdo de pélen, o
material foi corado com carmim acético (1%) e utilizamos um microscopio de luz (aumento

4x10) para a visualizacdo dos graos de pdlen sobre o estigma.

2.5. Teste da hipotese de divisdo de trabalho entre morfos de estames nas duas espécies de

Chamaecrista
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Dado que é possivel caracterizar morfologicamente estames de diferentes tamanhos em
flores de C. desvauxii var. latistipula e C. nictitans, evidenciando a heteranteria, nos realizamos
um experimento manipulativo para testar a hipotese de diviséo de trabalho entre os diferentes
morfos do androceu. Para isso nds utilizamos mdltiplas flores de 10 plantas de cada uma das
espécies de Chamaecrista removendo diferentes conjuntos de estames do androceu para
investigar a capacidade de atracdo visual das abelhas para cada um dos conjuntos de estames.
Os tratamentos foram aplicados em dez dias ensolarados consecutivos em janeiro de 2019, e as
observacdes das abelhas visitando as flores foi realizada no periodo de pico de visitacdo para
cada espécie. Chamaecrista desvauxii var. latistipula foi amostrada pela manha das 6:30 h as
9:30 h, e C. nictitans das 9:30 h as 11:30 h. Nds realizamos censo de 30 minutos de observacao
por planta por espécie em cada tratamento totalizando 23 horas de para cada espécie de
Chamaecrista.

As plantas amostradas foram manipuladas com a aplicacdo de apenas um tratamento por
censo, no qual nds incluimos no maximo 10 flores virgens (botBes previamente ensacados) por
planta na amostragem de cada censo. Assim, todas as flores de uma mesma planta receberam o
mesmo tratamento em determinado censo. Dentre as flores observadas em uma mesma planta,
selecionamos uma flor focal em que avaliamos a duracéo da visita. Em cada planta por censo
nos amostramos o numero de flores disponiveis; 0 numero de visitas totais de abelhas por
planta; as visitas sucessivas entre flores dentro da planta; a duracdo de cada visita na flor focal;
0 comportamento das abelhas para a obtencdo dos gréos de pélen e o morfotipo da abelha. Ao
longo da amostragem foram aplicados cinco tratamentos distintos, e cada conjunto de flores por
planta foram manipuladas da seguinte forma: (i) flores intactas sem manipulacdo (controle,
CO); (ii) remocdo dos estames longos (RL); (iii) remocdo dos estames curtos (RC); (iv)
remocdo parcial de sete estames - remoc¢édo dos trés estames longos e quatro estames curtos,
deixando apenas trés estames curtos disponiveis (RP); (v) remocdo completa dos 10 estames
(RT). Segundo nossas hipoteses a remocao dos estames longos tidos como de polinizagdo ndo
afetara o padrdo de visitas das abelhas (tratamento RL), enquanto que a remogéo dos estames
curtos tidos como de alimentagdo diminuird a frequéncia e duragdo das visitas. O quarto
tratamento foi aplicado para igualar o nimero de anteras curtas ao numero de anteras longas,
desta forma a atratividade das abelhas deveria ser menor que o tratamento dois (sete anteras
curtas), mas superior ao tratamento 3 (trés anteras longas) segundo a hipotese de divisdo de
trabalho.

2.6. Avaliando o papel da autopoliniza¢cdo mediada pelas abelhas em flores de C. desvauxii

var. latistipula e C. nictitans
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Para investigarmos o papel da autopolinizacdo em ambas espécies, ndés manipulamos a
liberagdo de gréos de pdlen. Em flores virgens, previamente ensacadas, foram realizados trés
tratamentos distintos: (i) flores com obstrucdo completa das anteras com a aplicagdo de cola
branca para tecido de secagem rapida (Acrilex) nos poros das anteras, evitando a transferéncia
do auto polen no estigma da flor (CA); (ii) flores com cola na face interna da pétala lateral da
flor para investigarmos o efeito da cola na visitagdo e comportamento das abelhas (controle da
manipulacdo experimental, CO); e (iii) flores sem manipulagdo experimental (tratamento
controle, CP) permitindo a transferéncia de graos de pdlen entre e dentro das flores mediada
pelas abelhas visitantes. Dado que a taxa de visitacdo de abelhas em flores da espécie C.
desvauxii € maior do que em C. nictitans, realizamos censos de 30 minutos de observacao das
visitas das abelhas em flores de C. desvauxii var. latistipula, e censos de uma hora para
observacdo das visitas das abelhas em flores de C. nictitans. Na auséncia de efeito da cola na
pétala, nds esperariamos que os dois Ultimos tratamentos se comportassem da mesma forma.
Em todos os tratamentos, as flores de ambas as espécies foram expostas a visitacdo das abelhas,
no qual todos os visitantes florais foram quantificados. Apds esse periodo, as flores foram
coletadas para a contagem de graos de polen no estigma. Somente flores que receberam visitas
foram consideradas para a contagem dos graos de pélen no estigma das flores. No laboratério,
a porcdo final do estilete com o estigma foi cortado com auxilio de pingas e depositado
em laminas histoldgicas. Para facilitar a contagem dos gréos de pdlen o material foi corado com

carmim acético 1% e observado em microscopio de luz com o aumento de 4 x 10 (Figura 3).

2.7. Teste de autocompatibilidade em flores de C. desvauxii var. latistipula e C. nictitans

Para avaliar a autocompatibilidade das flores das duas espécies de Chamaecrista nos
realizamos um experimento manipulativo em 25 plantas de cada espécie (1 flor virgem C.
desvauxii var. latistipula e 2 flores virgens C. nictitans, por tratamento). Todas as flores
utilizadas foram previamente ensacadas enquanto ainda em botéo floral (pré-antese). Em cada
planta foram aplicados trés tratamentos: (i) flores sem manipulacao expostas a visitacdo natural
das abelhas (controle - PN); (ii) flores autopolinizadas manualmente (AM), onde o pélen das
anteras foi removido com o auxilio de palito fino ou agulha, e em seguida, depositado no
estigma da propria flor; (iii) flores ensacadas e protegidas durante todo o periodo de antese
floral evitando a visitacdo das abelhas (AE). Neste Gltimo tratamento as flores ndo foram
manipuladas diretamente e avaliamos a formacdo espontédnea de frutos. Em todos os

tratamentos nos avaliamos se houve a formacdo de frutos nas duas espécies de Chamaecrista.
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2.8. Analises de dados

Para anélise de comparacdo da morfologia floral entre as espécies de C. desvauxii var.
latistipula e C. nictitans, realizamos uma andlise de variancia 1-fator (ANOVA), e adicionamos
planta com variavel aleatdria para cada uma das variaveis morfologicas: comprimento maximo
da sépala mais externa (referéncia do tamanho floral); distancia do poro da antera mais proxima
do estigma; distancia entre o poro da antera mais distante em relacéo ao estigma; comprimento
de todos os estames individualmente (antera mais filete); didmetro e espessura dos poros das
anteras e didmetro do estigma (em flores virgens, e em flores visitadas). O padrédo de visitacdo
de espécies de abelhas foram relacionados com a deposicdo de pélen no estigma das flores de
C. desvauxii var. latistipula e C. nictitans, nds utilizamos um modelo linear generalizado misto
com distribuicdo probabilistica de Poisson, no qual a variavel resposta foi o nUmero de graos
de pdlen no estigma (variavel do tipo contagem), e o fator fixo o numero de visitas por flor em
censos de 30 minutos.

Para investigarmos se a diferenca no tamanho das flores esta correlacionada com mudancas
na producdo relativa de grdos de pélen e 6vulos utilizamos um modelo linear, com as variaveis
respostas sendo o nimero de grdo de pélen por flor (variavel do tipo contagem), nimero de
ovulo (variavel do tipo contagem) e razéo pélen/dvulo (variavel do tipo contagem) e a variavel
categorica espécie.

Nos também testamos a hipotese de divisdo de trabalho entre morfos de estames em cada
uma das espécies de Chamaecrista separadamente. Para isso, usamos um modelo linear
generalizado misto com distribuicdo probabilistica binomial negativa, no qual o nimero total
de visitas (variavel do tipo contagem) foi a variavel resposta. Adicionalmente, nés também
avaliamos se a duracdo média das visitas (varidvel do tipo contagem) foi diferente entre os
tratamentos utilizando um modelo linear misto com distribuicdo probabilistica gaussiana. Neste
caso, nés aplicamos uma transformacdo logaritmica na variaveis original (logaritmo neperiano).
Para verificar quais tratamentos diferiam entre si n6s aplicamos um teste de Tukey a posteriori.

Para investigarmos se flores pequenas de C. nictitans favorecem uma maior taxa de
autopolinizacao em relacdo as flores maiores de C. desvauxii, nds utilizamos um modelo linear
generalizado misto com distribuicdo probabilistica binomial negativa, para relacionar com as
variaveis respostas deposicao dos grdos de polen no estigma (variavel do tipo contagem) e o
nimero de visitas (variavel do tipo contagem) e como variavel predatéria, o tratamento de
manipulacédo floral com trés niveis (CO, CP, e CA). Para verificar quais tratamentos diferiram

entre si em cada um dos experimentos, nos aplicamos um teste de Tukey a posteriori. Em todas
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as situacGes em que multiplas flores foram amostradas por planta, a identidade das plantas foi
incluida nos modelos como uma variavel aleatoria.

Realizamos nossas analises no software R 1.1-17 (Rstudio, 2018) e os pacotes adicionais
MASS (Venables & Ripley, 2002), LME4 (Bates et al, 2015), NLME (Pinheiro et al, 2017),
GLMMADMB (Fournier et al, 2012), CAR (Fox & Weisberg, 2011), MGCV (Wood, 2017),
MULTCOMP (Hothorn et al, 2008 ), R2ZADMB (Bolker et al, 2017).

3. Resultado

A antese floral de C. desvauxii var. latistipula e C. nictitans ocorre nas primeiras horas
da manh§, inicia-se aproximadamente as 6:00 h e se encerra por volta das 12:00 h. O nimero
de flores abertas por dia em C. nictitans € seis vezes maior que de C. desvauxii, sendo em média

16 + 9 flores e 4 + 3 flores por planta, respectivamente.

3.1. Como a diferenca no tamanho floral modifica a morfologia das flores, o grau de
hercogamia e heteranteria nas duas espécies de Chamaecrista?

As flores em antese de C. desvauxii ttm um diametro de 2 cm, sendo quatro vezes
maiores que as flores de C. nictitans, com diametro aproximado de 0,5 cm (Figura 1).
Independente do tamanho floral, ambas as especies possuem flores com cinco verticilos,
incluindo de fora para dentro da flor cinco sépalas, cinco pétalas sendo uma delas maior e
levemente curvada chamada cucculus, dois ciclos de cinco estames, e o0 gineceu unicarpelar na
regido central da flor. As duas espécies possuem o polen como unico recurso floral protegidos
dentro de anteras com deiscéncia poricida, e ambas especies sdo enantiostilicas monomorficas,
isto €, possuem flores com estilete a direita e a esquerda na mesma planta.

Para descrever o grau de hercogamia nas flores de Chamaecrista, n6s quantificamos a
distancia entre a regido estigmatica e os poros das anteras. Em C. desvauxii var. latistipula, a
distancia média entre o estigma e o0 poro da antera mais proxima foi de 3,1 £ 1,5 mm, enquanto
que em C. nictitans foi de 1,24 + 0,42 mm (F = 26,6; N = 20; p < 0.001) (Figura 2A).
Adicionalmente, a distancia entre o estigma e antera mais distante em C. desvauxii var.
latistipula foi de 5,9 £ 0,9, enquanto que em C. nictitans a distancia média foi de 3,3 + 0,5 (F
= 123,4; N = 20; p < 0.001) (Figura 2B). Em geral, as estruturas reprodutivas das flores de C.
nictitans estiveram mais proximas entre si quando comparado com flores de C. desvauxii var.
latistipula. O grau de separagéo espacial entre poro da antera e estigma (hercogamia) foi maior

em C. desvauxii var. latistipula do que em C. nictitans.
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Figura 2: Diferenca nas distancias entre os 6rgdos reprodutivos em flores de Chamaecrista desvauxii var.
latistipula e Chamaecrista nictitans (Leguminosae): (B) distancia entre o poro da antera mais proxima do estigma

e (C) distancia entre o poro da antera mais distante do estigma.

Em média, o diametro do estigma foi semelhante nas flores virgens no inicio da antese
de C. desvauxii var. latistipula e C. nictitans (F = 0,23; N = 20; p = 0,63 - Figura 3A). No
entanto, o diametro do estigma foi maior em flores de C. nictitans coletadas no final da antese
expostas a visitacdo das abelhas em comparacdo com as flores em situacdo semelhante de C.
desvauxii var. latistipula (F = 27,3; N = 20; p < 0.001 - Figura 3B). Nas imagens obtidas por
microscopia eletronica de varredura a espécie C. nictitans teve a superficie estigmatica do

gineceu mais exposta do que observado em C. desvauxii var. latistipula (Figura 4A e D).
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Figura 3: Diferenca no didmetro do estigma em flores de Chamaecrista desvauxii var. latistipula e Chamaecrista
nictitans (Leguminosae). (A) Diametro do estigma de flores virgens no inicio da antese; (B) Diametro do estigma

de flores no final da antese visitadas pelas abelhas.
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Figura 4: Regido estigmatica, poros das anteras e graos de pélen de Chamaecrista desvauxii var. latistipula e

Chamaecrista nictitans. (Leguminosae). Flores de C. desvauxii: (a) regido estigmatica, (b) poro da antera; e (c)

grdos de pélen. Flores de C. nictitans: (d) regido estigmatica; (€) poro da antera; e (c) graos de polen. Escala: 500
pm.
Nas flores de C. desvauxii os estames diferiram no seu comprimento, sendo que trés

estames do ciclo mais externo do androceu — E1, E2 e E3 — tiveram anteras maiores que as
demais (Figura 5A). Nas flores de C. nictitans existiu uma diferenca menor no comprimento
dos estames, e os cinco estames do ciclo mais externo do androceu — E1, E2, E3, E4 e E5 —
tiveram anteras levemente maiores que as demais (Figura 5D). O sec¢do maxima e minima do
poro da antera em flores de C. desvauxii var. latistipula foram em média duas vezes maior do
gue em C. nictitans, sendo de 0,4 + 0,1 mm e 0,2 £ 0,1 mm (Figura 5B e C), enquanto que em
flores de C. nictitans foram de 0,23 + 0,02 mm e 0,10 = 0,02 mm (Figura 5E e F).
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Figura 5: Ciclos de estames de Chamaecrista desvauxii var. latistipula e Chamaecrista nictitans. (Leguminosae).
Flores de C. desvauxii: (A) comprimento total dos estames; (B) Sec¢do maxima do poro da antera; (C) Seccédo
minima do poro da antera. Flores de C. nictitans: (D) comprimento total dos estames; (E) Sec¢do maxima do poro
da antera; (F) Sec¢do minima do poro da antera.

3.2. A diferenca no tamanho das flores esta correlacionada com mudancgas na producéo

relativa de gréos de polen e évulos?

Em média, flores de C. desvauxii tiveram 15 vezes mais graos de pélen do que flores de
C. nictitans (F = 441,9; p < 0,001 - Figura 6A). O nimero médio de gréos de polen em flores
de C. desvauxii var. latistipula foi de 124473 £ 35776, enquanto que em flores de C. nictitans
foi de 8346 + 3679. De forma semelhante, flores de C. desvauxii var. latistipula produziram
mais 6vulos do que flores de C. nictitans (F = 94,4; p < 0,001 - Figura 6B), em média 17 + 1
ovulos e 9 + 1 oOvulos, respectivamente. A razdo poélen/évulo encontrada nas flores de C.
desvauxii var. latistipula foi 8 vezes maior do que nas flores de C. nictitans (F= 64,49; p <
0,001 - Figura 6C).
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Figura 6: Namero de graos de pdlen e 6vulos em Chamaecrista desvauxii var. latistipula e Chamaecrista nictitans

(Leguminosae). (A) Numero de grdo de pélen por flor; (B) Nimero de dvulos por flor; (C) Razéo pélen/évulo.

3.3. As diferencas no tamanho floral e disponibilidade de recursos geram mudancas na

assembleia de polinizadores e antagonistas?

Ao todo tivemos 10 morfoespécies de abelhas visitando as flores de C. desvauxii var.
latistipula (Figura 7) e uma morfoespécie de mosca (Figura 7 G, H e I); e 8 morfoespécies de
abelhas visitando as flores de C. nictitans (Figura 8). Em geral, o comportamento das abelhas
foi semelhante em ambas as espécies de Chamaecrista, no qual a grande maioria das abelhas
vibrou as anteras poricidas para acessar 0s graos de polen. Nas visitas nas flores de C. nictitans,
todos os visitantes tocaram a regido estigmatica, sendo considerados potenciais polinizadores.
Jaem C. desvauxii var. latistipula, alguns visitantes florais ndo tocaram a superficie estigmatica
e foram considerados antagonistas (Figura 9). Ao todo observamos os visitantes florais ao longo
de 22 horas em cada espécie de Chamaecrista (44 censos de 30 minutos cada), sendo que ao
fim do periodo, totalizamos observagdes em 819 flores em C. desvauxii var. latistipula e 5342
flores em C. nictitans (N = 30 plantas por espécie).

Chamaecrista desvauxii var. latistipula e C. nictitans compartilharam duas espécies de
abelhas visitantes Dialictus sp. e Augochloropsis sp. Nas flores de C. desvauxii var. latistipula,
Dialictus sp. ndo tocou o estigma durante suas visitas embora tenha sido a terceira espécie mais
frequente, 0 mesmo ocorreu com Augochloropsis sp, a quinta espécie mais frequente. Essas
espécies de abelhas séo relativamente pequenas dentro das flores de C. desvauxii var. latistipula
e realiza vibragBes em cada uma das anteras poricidas, coletando grdos de polen diretamente
das anteras e os grdos de pdlen dispersos sobre a pétala maior curvada. Em C. nictitans,
Dialictus sp. vibra as anteras, e se movimenta muito dentro da flor, tocando todas as estruturas
reprodutivas, incluindo a regido estigmatica. As espécies de abelhas que tiveram a maior
frequéncia de visitacdo em C. desvauxii var. latistipula foram abelhas maiores, que agarram

todas as anteras de uma sé vez, vibrando toda a flor (Bombus morio e Eulema nigrita). A espécie
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Pseudaugochlora graminea tem um comportamento semelhante a Dialictus sp. e vibra
individualmente as anteras uma a uma, realizando visitas mais demoradas dentro das flores.
Nas flores de C. nictitans, a maior parte dos visitantes foram abelhas de pequeno porte, como
Centris tarsats, a abelha sp 1 e Augochloropsis sp., e todas tocaram as estruturas reprodutivas.
Individuos de Bombus morio com tamanho corporal menor também realizaram visitas

esporadicas em flores de C. nictitans, vibrando toda a flor.

Figura 7: Principais visitantes das flores de Chamaecrista desvauxii var. latistipula (Leguminosae).
Abelhas: (A, B, C) Bombus morio; (D,E,F) Apis melifera; (J,K,L) Dialictus sp.; (M,N,O) Eulaema
nigrita e (P,Q,R) Pseudaugochlora graminea. Mosca: (G,H,I) spl. Escala 0,5cm.
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Figura 8: Principais visitantes das flores de Chamaecrista nictitans (Leguminosae), em sua totalidade abelhas:

(A, B, C) - Dialictus sp.; (D, E) — Augochoropsis sp. e (F) spl. Escala 0,5 cm.
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Figura 9: Nimero acumulado de visitas das espécies de abelhas mais frequentes nas flores das duas espécies de
Chamaecrista: (A) Chamaecrista desvauxii var. latistipula e (B) Chamaecrista nictitans. As abelhas foram
consideradas polinizadoras quando tocaram no estigma das flores durante a coleta do pdlen nas anteras poricidas;

as abelhas foram consideradas antagonistas quando ndo tocaram no estigma.

20



Em C. desvauxii var. latistipula (Figura 10A), flores com apenas uma visita tiveram, em
média, 14 + 20 grdos de pblen no estigma, enquanto em C. nictitans 43 + 50 graos de polen
(Figura 10B). Esse padrdo sugere que com apenas uma visita, as flores de C. nictitans ja tém
um conjunto de grdos de pdlen suficiente para fertilizacdo dos 6vulos, diferentemente de C.
desvauxii. Flores de C. nictitans, mesmo néo visitadas pelas abelhas tiveram em média 13 + 24
grdos de pélen no estigma. Em média, o nimero de visitas por flor de C. desvauxii var.
latistipula foi de 3,3 £ 3,0 por censo de 30 minutos (F = 5,6; Niores = 52; Npiantas = 28; p < 0,001),
enquanto que em flores de C. nictitans foi de 1,0 = 1,4 por censo de 30 minutos (F = 15,8; Nriores
= 317; Npiantas = 28; p < 0,001).
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Figura 10: Relacdo entre o numero de grdos de pdlen no estigma e o numero de visitas por flor em

(A) Chamaecrista desvauxii var. latistipula e (B) Chamaecrista nictitans.

3.4. Existe divisdo de trabalho entre os morfos das anteras nas flores pequenas de C.

nictitans e flores maiores de C. desvauxii var. latistipula?

Para testar a hipdtese de diviséo de trabalho nds manipulamos os estames curtos e longos
para avaliar a atratividade visual da flor e a duragdo média de cada visita das abelhas. O nimero
médio de visitas diferiu entre o conjunto de flores de cada tratamento em Chamaecrista
desvauxii (z = -4.0; Niores = 59; Npiantas = 19; p < 0.001) e em Chamaecrista nictitans (z = -2.2;
Nfiores = 48; Npiantas = 19; p = 0.02). Em ambas as espécies, a visitagdo das abelhas foi menor
apenas no conjunto de flores com remocéo total das anteras (Figura 11A e 12A). A duracdo
média das visitas das abelhas também diferiu entre o conjunto de flores em Chamaecrista
desvauxii (z = -3.4; Niores = 59; Npiantas = 20; p < 0.001) e em Chamaecrista nictitans (z = -3.1;

Nfiores = 48; Npiantas = 19; p = 0.002). Em ambas as espécies, a duragdo média da visita das
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abelhas foi menor apenas no conjunto de flores com remocéo total das anteras (Figura 11B e
12B).
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Figura 11: Avaliacdo da atratividade visual para cada conjunto de estames de C. desvauxii var. latistipula, em
censos de 30 min de observacdo por conjunto de flores : CO — controle (flor intacta); RL — remog&o das anteras
curtas; RC — remocéo das anteras longas; RP — remocéo parcial das anteras curtas (remog¢édo de quatro anteras
curtas e trés anteras longas) e RT — remocao total das anteras. (A) NUimero médio de visitas por flor; (B) duracéo

média das visitas.
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Figura 12: Avaliacdo da atratividade visual para cada conjunto de estames de C. nictitans, em censos de 30 min
de observacdo por conjunto de flores :CO — controle (flor intacta) ; RL — remog&o das anteras curtas; RC — remogao
das anteras longas; RP — remocdo parcial das anteras curtas (remocao de quatro anteras curtas e trés anteras longas)

e RT — remogdo total das anteras. (A) Numero médio de visitas por flor; (B) duracdo média das visita.

3.5. Flores pequenas de C. nictitans favorecem uma maior taxa de autopolinizacdo em
relacéo as flores maiores de C. desvauxii var. latistipula?

Em C. nictitans, aproximadamente 24% das flores foram autopolinizadas

espontaneamente, o que nunca ocorreu com flores de C. desvauxii (Figura 13). Esse tratamento
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foi o Unico que diferiu dos demais em C. nictitans (F= 55,2; Nfiores = 237; Nplantas = 30; p <
0,0001) e C. desvauxii var. latistipula (F= 55,2; Niores = 293; Npiantas = 30; p < 0,001). Em ambas
as espécies, o tratamento de autopolinizagdo manual foi semelhante ao tratamento de

polinizagdo natural, no qual a taxa de formacéo de frutos foi superior a 70 % das flores.
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Figura 13: Porcentagem de flores convertidas em frutos em Chamaecrista desvauxii var. latistipula (A) e
Chamaecrista nictitans (B) em trés tratamentos diferentes de polinizagdo: polinizagdo natural (PN);
autopolinizagdo manual (AM) e autopolinizagdo espontanea (AE). A trecho vazio da barra representa as flores que

ndo foram convertidas em frutos, e o trecho cinza representa a porcentagem de flores que formaram frutos em cada
tratamento.

Para investigar a importancia da autopolinizagcdo no sucesso reprodutivo das espécies
de Chamaecrista, n6s manipulamos as flores obstruindo os poros das anteras para evitar a
autopolinizagcdo em um dos tratamentos. Em C. desvauxii var. latistipula, as flores que tiveram
as anteras obstruidas receberam uma carga polinica menor no estigma quando compara com
flores sem manipulacdo (controle) ou flores que receberam cola na pétala (F = 12,1; Nfiores =
94; Npiantas = 21; p < 0,001) (Figura 12A). Adicionalmente, ndo tivemos diferenga no padrdo de
visita das abelhas entre os tratamentos em C. desvauxii var. latistipula (F = 1,4; Nfores = 94;
Nplantas = 21; p = 0,11) (Figura 12C). J4 em C. nictitans, as flores com anteras obstruidas tiveram
menos grdos de pélen no estigma do que flores ndo manipuladas (controle) ou flores que
receberam cola na pétala (F = 5,3; Nfiores = 31; Npiantas = 8; p < 0,001) (Figura 14B). Também
nédo tivemos diferenca no padréo de visitas de abelhas entre os tratamentos (F = 0,5; Nfiores =
31; Npiantas = 8; p = 0,3) (Figura 14D).
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Figura 14: Relagdo entre a deposicdo dos grdos de pélen no estigma e a origem dos gréos de polen durante o
processo de polinizacdo em flores de C. desvauxii var. latistipula e C. nictitans. (A) nimero de grdo de pélen por
estigma de C. desvauxii var. latistipula; (B) nimero de gréo de pdlen por estigma de C. nictitans; (C) namero de
visitas por flor em C. desvauxii var. latistipula; (D) namero de visitas por flor em C. nictitans. Os tratamentos
aplicados nas flores foram: CO — controle (flor intacta); CP — flores que receberam cola na pétala, e CA — flores

que receberam cola nos poros das anteras impedindo a saida do auto p6len, evitando a autopolinizagdo das flores.

4. Discussao

Neste estudo investigamos como diferengas no tamanho floral em duas espécies de
leguminosa com flores de pdlen determinam o processo de polinizacdo e as estratégias
reprodutivas mediada pela visitacdo das abelhas. As flores de ambas espécies de Chamaecrista
(Fabaceae) possuem somente o p6len como recurso floral para atrair os polinizadores, e esse

ndo é exposto facilmente para o ambiente, pois a deiscéncia de suas anteras ¢ poricida. O fato
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do polen conter o gameta masculino e ser utilizado como recurso alimentar pelas ninfas das
abelhas gera um conflito potencial para a planta conhecido como dilema do p6len, por restringir
potencialmente a quantidade de pdlen disponivel para a reproducdo sexuada das plantas
(Westerkamp, 1996). Dessa forma, flores com diferentes tamanhos sofrem de maneira distinta
a pressao exercida pelas abelhas na exploracdo dos grdos de poélen, e podem ter solucdes
distintas para garantir a sua seguranca reprodutiva. Enquanto flores de pélen maiores seriam
otimizadas ‘economizando’ grdos de pdlen em anteras de polinizacdo menos visiveis ou
disponiveis as abelhas, a seguranca reprodutiva em flores de polen menores seria garantida por
meio da autofertilizacdo de seus 6vulos (Vallejo et al. 2014).

Nossos resultados fornecem evidéncias de que o tamanho reduzido das flores em C.
nictitans minimiza o dimorfismo entre anteras, proporcionando a quebra da heteranteria e uma
reducdo da separagdo espacial antera/estigma (hercogamia), ao contrério do que ocorre nas
flores de C. desvauxii var. latistipula, em que o dimorfismo entre anteras € mais evidente e ha
espaco dentro da flor para que ocorra a separacao espacial entre antera/estigma, isto €, maior
grau de hercogamia. Segundo Vallejo e colaboradores (2014) a mudanca no tamanho floral esta
correlacionada com mudangas nas relacbes alométricas entre os 6rgdos florais (androceu e
gineceu), mudancas na assembleia de abelhas visitantes, e mudangas no sistema reprodutivo
dessas plantas. Em nosso estudo, as flores de C. desvauxii foram quatro vezes maiores que as
flores de C. nictitans, com quinze vezes mais graos de pdlen por flor e um conjunto de abelhas
visitantes mais abundante e diverso, incluindo abelhas grandes que raramente visitam flores de
C. nictitans. Adicionalmente, as flores de C. desvauxii var. latistipula tiveram uma maior razao
polen/6vulos quando comparada com flores de C. nictitans, o que sugere que C. nictitans
poderia ser considerada uma espécie xendgama facultativa, enquanto que C. desvauxii var.
latistipula xen6gama obrigatdria de acordo com Cruden (1977).

Nossos resultados ndo corroboraram a hipdtese de divisdo de trabalho associado ao
dimorfismo dos estames nas flores de ambas as espécies de Chamaecrista. Como é proposto
para espécies que tem divisdo de trabalho entre as anteras, as anteras de alimentacéo
forneceriam o recurso para as abelhas e seriam, em geral, menores em tamanho, vistosas e
localizadas no centro da flor de mais facil acesso; j& as anteras de polinizacdo seriam anteras
maiores, menos vistosas ou distantes do centro da flor, e sua principal funcéo seria dispersar 0s
grdos de pdlen em locais especificos no corpo do polinizador para favorecer a polinizacao
(Vallejo-Marin et al. 2009). Portanto, nossa expectativa inicial era de que as flores maiores de
C. desvauxii, com heteranteria mais evidente, estivessem de acordo com a hipétese de divisdo

de trabalho. J&4 em flores pequenas como em C. nictitans as estruturas morfoldgicas sdo muito
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mais reduzidas, com menor diferenciacdo de tamanho entre os morfos das anteras, portanto,
reduzindo o grau de heteranteria ou até mesmo levando a uma quebra da heteranteria.

Sabe-se que a frequéncia de visitacdo dos polinizadores pode variar de acordo com
atracdo visual dos estames (Luo et al. 2008). Em um experimento com Melastoma
malabathricum (Melastomataceae), no qual foram removidos da flor os estames longos
(“anteras de poliniza¢do™), o nimero de visitas se manteve similar a das flores intactas, na qual
ndo houve manipulagdo das anteras. No entanto, quando foram removidos 0s estames curtos
(“anteras de alimenta¢do”), houve uma reducao expressiva das visitas, indicando uma redugao
na atracao visual das abelhas em flores que tiveram as anteras de alimentacdo removidas em
comparacdo com flores com as anteras de polinizagdo removidas (Luo et al. 2008). Esse padrao
ndo foi encontrado nas duas espécies de Chamaecrista, que ndo se constatou diferenca no
numero de visitas e duracdo das visitas quando removido o conjunto de anteras curtas “anteras
de alimentagdo” ou o conjunto de anteras longas “anteras de poliniza¢do” em relagdo ao
conjunto de flores do tratamento controle sem manipulacéo experimental.

Luo e colaboradores (2008) citam em seu trabalho que os conjuntos de estames de
alimentacdo e polinizagdo se diferenciam ndo apenas pela sua atratividade visual, mas também
pela abertura do poro das anteras no qual os grdos de pdlen sdo ejetados para o corpo do
polinizador. Esta diferenca na abertura do poro nédo foi verificada entre o conjunto de anteras
nas flores de C. desvauxii var. latistipula e nas flores de C. nictitans. De forma distinta, &
possivel que os dois grupos de estames (longos e curtos) tenham uma diferenca na direcdo da
abertura dos poros mais ou menos associada a pétala maior, o cucculus, comumente encontrada
nessas flores (Nogueira et al. 2018). No entanto, nds ndo avaliamos o papel da pétala e a direcéo
dos poros das anteras, que poderdo ser investigados futuramente para reavaliar a hipétese de
divis@o de trabalho nessas flores, especialmente na flor maior de C. desvauxii. Estudos em que
as pétalas estdo diretamente associadas a transferéncia dos grdos de pélen para o corpo do
polinizador, aumentando as taxas de polinizacao entre flores ja foram descritos para flores do
género Cassia e Senna como um mecanismo de polinizacdo por ricochete, no qual o polen é
ejetado das anteras poricidas para a pétala maior da flor e depositado no corpo do polinizador
indiretamente (Westerkamp, 2004; Amorim et al, 2017). Em um estudo de caso com flores de
Chamaecrista ramosa, 0s autores verificaram a ocorréncia de um mecanismo semelhante em
que o poélen percorria as pétalas exercendo um movimento circular em ‘looping’ até chegar ao
corpo da abelha (Almeida et al., 2013a).

Detectamos uma preponderancia da autopolinizacdo mediada pelas abelhas somada a
autopolinizacao espontanea nas flores pequenas de C. nictitans, diferentemente das flores de C.

desvauxii. A autocompatibilidade foi descrita para diversas espécies do género Chamaecrista,
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no entanto muitas espécies do género sdo dependentes das abelhas para a polinizacdo e
formacdo de frutos, devido a separacdo espacial entre 0s poros das anteras e a superficie
estigmatica que diminui as chances de transferéncia e deposi¢do do proprio pélen da flor no
estigma (Almeida et al. 2013a; Almeida et al. 2013b). Existem registros mais raros de
autopolinizacao espontanea para algumas espécies do género Chamaecrista, como é o caso da
espécie Chamaecrista serpens que forma frutos espontaneamente (Urrutia & Hokche, 2008) e
Chamaecrista kunthiana (observagdes pessoais). No entanto, C. nictitans tem uma taxa
expressiva de formacéo de frutos espontaneamente chegando a 23%, portanto, ela fornece uma
seguranca reprodutiva a espécie que ndo depende exclusivamente da interacdo planta-
polinizador para a formagé&o de frutos, diferentemente das flores de C. desvauxii var. latistipula
em que nédo observamos a formacéo de frutos espontaneos.

Diferengas no tamanho floral estdo diretamente ligadas & mudancas na alocagdo de
recursos, em que a diferenciacdo na alocacdo entre os grdos de pdlen e évulos pode refletir
sobre a selecdo da autofecundacéo, reduzindo a dependéncia dessas plantas a polinizadores para
sua reproducdo, como € o caso de C. nictitans. Ja as flores maiores em C. desvauxii var.
latistipula aumentam as chances de fertilizacdo entre flores. Além do grau reduzido de
hercogamia nas flores pequenas de C. nictitans que favorecem a autopolinizacdo, a area do
estigma nessa espécie parece aumentar durante a antese, o que ndo ocorre em C. desvauxii var.
latistipula que tem uma area do estigma menor em flores no final da antese quando comparadas
com C. nictitans. O aumento do tamanho do estigma em flores menores pode facilitar a capturar
de pdlen (Vallejo et al, 2014).

Em C. desvauxii var. latistipula, € necessario que as abelhas visitem as flores para
realizar o transporte dos grdos de pélen, promovendo a polinizagdo, assim como em outras
espécies do género, como C. devauxii var. latistipula, C. devauxii var. graminea, C. keyensis,
C. ramosa e C. flexuosa (Liu & Koptur 2003; Costa et al. 2007; Almeida et al. 2013a; Almeida
et al. 2013b). O arranjo das estruturas reprodutivas dentro de uma flor menor, a reducéo da
distancia entre as anteras e estigma, e entre morfos das anteras, e a interagdo dessas flores com
abelhas menores, que gastam mais tempo por flor para a retirada dos graos de polen, resultam
na perda de especializacdo de C. nictitans. Neste caso, todas as abelhas tocam o estigma durante
a vista, e podem assim ser consideradas polinizadoras potenciais, aumentando a chance da
transferéncia do pdlen da propria flor, um sistema mais generalista, oposto dos visitantes florais
e a dinAmica de transferéncia de pdlen de C. desvauxii var. latistipula (Vallejo-Marin et al,
2009; Vallejo-Marin et al, 2010, Vallejo-Marin et al, 2014). A flor e o tamanho do polinizador
afetam diretamente a probabilidade de que as estruturas reprodutivas entrem em contato com o

corpo do polinizador, onde esta localizada a carga polinica que sera transferido para o estigma
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(Whalen, 1978). Abelhas pequenas durante as visitas em flores maiores ndo entram ou
raramente entram em contato com as estruturas reprodutivas, devido ao seu tamanho corporal
(Laporta 2005; Almeida 2012; Almeida et al. 2013a). Uma abelha pequena, como as espécies
Augochoropsis sp.; Dialictus sp. e Centris tarsats, ao visitar uma flor de C. desvauxii var.
latistipula que é relativamente grande, quando comparada a C. nictitans ndo entra em contato
com o estigma, mas coleta pélen por vibracdo, atuando como uma furtadora de p6len (do inglés
“thieves”), ao contrario do seu comportamento em C. nictitans, como polinizadora. Desta
forma, as polinizadoras para C. desvauxii var. latistipula deve ser grande porte como Bombus
morio, Xylocopa sp e Eulaema nigrita ou durante a visita deve se movimentar inimeras vezes

com o Pseudaugochlora graminea.

5. Concluséo e perspectivas futuras

Concluindo, nossos resultados indicam que o tamanho floral esté associado a diferencas
no sistema reprodutivo entre espécies, mas ndo determina de forma clara a divisdo de trabalho
entre as anteras. Adicionalmente, o tamanho floral tem forte influéncia nos grupos de
polinizadores e no comportamento dos mesmos durante a realizacdo das visitas. -Flores
pequenas de C. nictitans parecem ter um sistema mais generalista quando comparado a flores
maiores de C. desvauxii var. latistipula. A morfologia floral de C. nictitans embora muito
semelhante a C. desvauxii var. latistipula possui suas pecas florais reduzidas em tamanho e, por
consequéncia, existe uma reducdo ou perda da heteranteria. A maior area estigmatica em flores
de C. nictitans torna-se uma explicacdo adicional para as diferentes estratégias reprodutiva entre
espécies. Devido a separacdo espacial entre estigma e anteras, ao realizar a visita, o visitante
acaba por tocar todas as estruturas reprodutivas em uma so visita em C. nictitans, aumentando,
assim, a eficiéncia do sistema de polinizacdo; e € provavel que a vibracao das anteras poricidas
ndo seja um fator determinante para as flores menores de C. nictitans quando comparado a C.
desvauxii var. latistipula, que tem uma separacdo espacial mais expressiva entre 0s 6rgdos da

flor.
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Figuras

Figura 1: Medidas realizadas em cada flor no programa de imagens ImageJ em C. desvauxii var. latistipula e C.
nictitans (Leguminosae). A linha amarela representa as distancias mensuradas: (a) distancia entre o estigma e o
apice da antera mais distante em flores de C. desvauxii var. latistipula, (b) distancia entre o estigma e o 4pice da
antera mais proxima em flores de C. desvauxii var. latistipula, (c) diametro do estigma em flores de C. desvauxii
var. latistipula, (d) seccdo méxima do poro da antera C. desvauxii var. latistipula, (€) seccdo minima do poro da
antera C. desvauxii var. latistipula, (f) distancia entre o estigma e o pice da antera mais distante em flores de C.
nictitans, (g) distancia entre o estigma e o pice da antera mais proxima em flores de C. nictitans, (h) didmetro do
estigma de flores de C. nictitans, (d) seccdo maxima do poro da antera C. nictitans, (e) seccdo minima do poro da

antera C. nictitans.Escala:Figuras (a,b,g,h — 0,5 mm), (c,h — 0,4 mm) e (d,e,i,j — 0,2 mm).

35



