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REsumMoO

Esfingofilia € a denominacdo das plantas adaptadas a polinizacdo por mariposas da familia
Sphingidae, cuja atracdo se d4 em grande parte por meio de compostos organicos volateis
(COVs). Mandevilla longiflora € uma espécie cuja morfologia floral sugere polinizacéo
exclusiva por espécies de esfingideos com probdscide longa, embora esfingideos nunca
tenham sido observados nas populacdes de M. longiflora do Brasil, e a espécie seja
frequentemente visitada por besouros Cyclocephalini (Melolonthidae), cuja atracdo em outras
espécies se da através de COVs florais. Dada a grande frequéncia de uma espécie do género
Cyclocephala nas flores de M. longiflora, esse trabalho teve como objetivos analisar o papel
de COVs na atracdo dos potenciais polinizadores primarios de M. longiflora, i.e., mariposas
da familia Sphingidae, bem como do seu principal visitante floral, i.e., besouros
Cyclocephalini. Nos testamos se estes besouros poderiam atuar como polinizadores de M.
longiflora. Além disso, realizamos observacfes dos visitantes florais e experimentos de
exclusdo de visitantes para analisar a contribuicdo dos besouros para reproducdo da espécie.
Também estudamos a biologia floral, e por meio de experimentos de polinizacao controlada,
analisamos seu sistema reprodutivo e a dependéncia de polinizadores para a reproducéo.
Finalmente, coletamos e analisamos os COVs produzidos pelas flores de M. longiflora e
testamos a atratividade desses COVs aos besouros. M. longiflora é uma espécie
autocompativel, porém estritamente dependente de polinizadores para a sua reproducéo.
Foram registradas apenas cinco visitas de esfingideos de uma Unica espécie, Agrius cingulata,
0 que sugere que estas mariposas sdo visitantes pouco frequentes, mas atuam como
polinizadores bastante efetivos da espécie. O principal COV produzido pela flor foi o 3-metil-
butiraldoxima, o qual foi altamente atrativo a Cyclocephala paraguayensis, o principal
visitante floral e florivoro de M. longiflora. Os experimentos de exclusdo mostraram que 0
besouro ndo atua como polinizador de M. longiflora, agindo apenas como herbivoro floral,
consumindo principalmente as anteras e o pdlen da flor. Apesar da existéncia de diversas
espécies atraentes aos besouros Cyclocephalini na éarea de estudo, C. paraguayensis foi
registrado apenas em M. longiflora, tendo o comportamento de um florivoro de uma flor
esfingdfila e sendo altamente atraido pelos volateis florais da espécie. A dependéncia estrita
de polinizadores para a sua reproducdo, associada a baixa frequéncia de esfingideos levou a
uma elevada limitagdo de poélen na populacdo estudada. Considerando o comportamento
desses visitantes florais, este trabalho mostra que as interacdes planta-esfingideo e planta-
besouro sdo mediadas pelos mesmos volateis florais resultando em um importante trade-off
entre a atracdo dos polinizadores e dos principais florivoros. Embora essa interagdo possa ser
prejudicial para o fitness da planta, a ocorréncia de autocompatibilidade permite que as visitas
de esfingideos, ainda que pouco frequentes, sejam extremamente eficientes.
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INTRODUCAO

A grande diversidade de atributos florais observada nas angiospermas, tais como a
cor, forma da flor, o horario de antese, as caracteristicas anatdmicas, assim como a
composi¢do quimica do néctar e dos volateis florais, sdo em grande parte resultantes de
pressOes seletivas mediadas pelos polinizadores (Gémez & Zamora 2006; Harder & Johnson
2009; Moré et al. 2012). As adaptacOes das flores aos seus polinizadores sdo determinantes na
configuragdo dos atributos florais e nos fornecem uma base empirica para entendermos 0s
mecanismos de sele¢do natural (Nilsson 1988; Micheneau et al. 2009). Um cléssico exemplo
das interagdes planta-polinizador em um contexto coevolutivo é o dado por Charles Darwin
em seu livro sobre polinizacdo de orquideas (Darwin 1862), no qual ele sugere um potencial
polinizador da orquidea malgaxe, Angraecum sesquipedale, embasado na morfologia floral.
Segundo Darwin, A. sesquipedale deveria estar relacionada com uma mariposa da familia
Sphingidae, cujo aparato bucal seria tdo longo quanto o espordo nectarifero da orquidea. A
predi¢do de Darwin foi reforgada pela descoberta de Fritz Miller no Brasil, de uma mariposa
cujo comprimento da probdscide era superior a 25 cm (Mdller 1873), e 41 anos depois
confirmada através da descricdo de Xantophan morganii subs. praedicta em florestas de
Madagascar (Rothschild & Jordan 1903).

As sindromes de polinizacdo nos permitem inferir o principal polinizador de uma
espécie vegetal baseado em suas caracteristicas florais. Entretanto, o poder de predicdo das
sindromes de polinizacdo é variavel, pois nem sempre o polinizador mais efetivo pode ser
efetivamente predito pelas caracteristicas florais (Hingston & Mcquillan 2000; Ollerton et al.
2009; Danieli-Silva et al. 2012). Por outro lado, plantas tipicamente esfingofilas sao
funcionalmente especializadas em espécies de esfingideos com probodscide longa, e a
morfologia floral torna a polinizacdo por outros grupos de visitantes florais pouco provavel.

Tubos florais extremamente longos, por sua vez, constituem um caractere morfologico
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derivado, cuja reversdo para outros sistemas de polinizagdo é pouco provavel, ja que
dificilmente outros agentes sdo capazes de exercer pressdes seletivas que possibilite uma
mudanca evolutiva que leve a reducao do comprimento do tubo floral (veja Whittal & Hodges
2007; Tripp & Manos 2008).

As interagdes planta-polinizador dependem do reconhecimento dos atributos florais
pelos polinizadores, pois para que a polinizacdo aconteca é necessario que haja a atragédo
destes vetores bioticos e contato com as anteras e estigma da flor. Essa atragdo ocorre por
meio de sinais florais que indicam algum tipo de recurso que pode ser utilizado pelos
visitantes florais (Chittka & Raine 2006; Farré-Armengol et al. 2013). Particularmente, 0s
perfumes florais desempenham um papel importante na mediacdo das interagfes planta-
polinizador (Raguso et al. 2015), embora os mesmos perfumes também possam ser utilizados
por antagonistas, como os florivoros, por exemplo. Animais florivoros também podem utilizar
0S mesmos canais de comunicacdo da planta com os seus polinizadores, como atrativo para
encontrar as flores nas quais irdo se alimentar e se reproduzir (Baldwin et al. 1997; Theis
2006; Andrews et al. 2007; Nunes et al. 2016). Assim, compostos organicos volateis,
associados as pistas tateis e visuais, sdo importantes para atracdo e reconhecimento das flores
pelos visitantes florais, sejam eles mutualistas ou antagonistas (Williams & Whitten 1983;
Wright & Schiestl 2009).

Flores polinizadas por mariposas da familia Sphingidae, i.e., esfingideos,
compartilham caracteristicas associadas a atracdo destes animais, tais como antese noturna,
coloracdo palida, néctar rico em sacarose e odor floral adocicado. Sdo usualmente grandes,
tubulares, hipocrateriformes ou com longos calcares ou esporfes, muitas vezes solitarias,
pendentes ou dispostas horizontalmente (Vogel 1954; Baker 1961; Silberbauer-Gottsberger &
Gottsberg 1975; Faegri & van der Pijl 1979; Haber & Frankie 1989; Silva & Sazima 1995;

Martins & Johnson 2013; Amorim et al. 2014; Johnson et al. 2017). Tais espécies
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normalmente possuem plataforma de pouso reduzida, ja que os esfingideos sdo capazes de
adejar em frente as flores para acessar ao néctar (Oliveira et al. 2004). As flores das espécies
adaptadas a polinizacdo por esfingideo, geralmente produzem perfumes com predominéncia
de terpenos, benzenoides, compostos nitrogenados, jasmonatos, lactonas e tiglatos, que, em
conjunto, compdoem a denominada “imagem floral branca” (Nilsson 1983; Knudsen &
Tollsten 1993; Tollsten 1993; Kaiser 1993; Raguso & Pichersky 1995).

Mandevilla longiflora (Desf.) Pichon (Apocynaceae) € uma espécie cuja morfologia
floral sugere uma especializacdo estrita a polinizacdo por esfingideos, apresentando antese
noturna, corola branca e com tubo floral estreito, cujo comprimento pode ser superior a 10
cm, e produz um perfume floral adocicado exclusivamente durante a noite (Silberbauer-
Gottsberger & Gottsberger 1975; Moré et al. 2007). A espécie ocorre na América do Sul no
Uruguai, Argentina, Paraguai, Bolivia e Brasil (Barban 1985). No Brasil distribui-se
exclusivamente em areas de campo limpo, campo rupestre e cerrado stricto sensu (Koch et al.
2015). O mecanismo de polinizagdo de M. longiflora foi descrito em um estudo realizado com
uma populacdo da Argentina, no qual registros indiretos (por meio da analise da carga
polinica aderida a probdscide de esfingideos capturados em armadilha luminosa) sugerem que
a espécie é efetivamente polinizada por Manduca sexta, uma espécie de esfingideo cujo
comprimento da probdscide é superior a 8,0 cm (Moré et al. 2007). Entretanto, embora a
espécie seja relativamente comum no Brasil, ndo ha registros de esfingideos visitando a
espécie nem mesmo através de observacdes indiretas. 1sso ocorre a despeito de varias espécies
de esfingideos com proboscide compativel ao comprimento do tubo floral de M. longiflora
ocorrerem ao longo da area de distribuicdo da planta no Cerrado (veja Camargo et al. 2018).
Por outro lado, no Brasil, M. longiflora é frequentemente visitada por besouros da tribo
Cyclocephalini (Melolonthidae, Dynastinae) (Gottsberger 1986; Gottsberger & Silberbauer-

Gottsberger 2006; F.W. Amorim observagdes pessoalis).
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Besouros Cyclocephalini (Melolonthidae, Dynastinae) sdo importantes polinizadores
de vérias espécies pertencentes a diferentes familias de angiospermas, como Annonaceae
(Gottsberger 1986, Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 2006; Maia et al. 2012), Araceae
(Young 1986, Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 2006; Maia et al. 2012; Paulino-Neto
2014), Magnoliaceae (Thien 1974; Dieringer & Espinosa 1994; Dieringer et al. 1999;
Seymour et al. 2010; Gottsberger et al. 2012) e Nymphaeaceae (Prance 1980). A polinizagao
por besouros dinastineos em algumas espécies de Annonaceae, Araceae e Magnoliaceae esta
intimamente associada a producdo de uma série de compostos organicos volateis (COVs)
(Dotterl et al. 2012; Gottsberger et al. 2012, 2013; Maia et al. 2012, 2013), o0 que demonstra a
importancia desses atributos florais na mediacdo de sistemas de polinizacdo envolvendo
besouros Cyclocephalini.

Embora os volateis florais sejam importantes na atracdo de besouros polinizadores,
esse canal quimico também pode ser utilizado por besouros Cyclocephalini para encontrar
flores nas quais possam se alimentar de polen e tecidos florais, especialmente em Arecaceae
(Maia et al. 2018, 2020). Algumas dessas espécies que atuam como florivoros sdo
Cyclocephala amazona, C. distincta e C. forsteri, as quais podem afetar diretamente a
floracdo e frutificacdo de espécies como Attalea butyracea e Acrocomia spp., sendo
considerados como potenciais pragas dessas culturas (Oliveira & Avila 2011; Maia et al.
2018, 2020). Assim, a emissdo de volateis florais permite com que os besouros ocupem
diversos nichos ecoldgicos, podendo atuar como visitantes florais (Gottsberger 1986; Hegland
& Boeke 2006), polinizadores (Gottsberger 1988; Silberbauer-Gottsberger 1990; Gottsberger
et al. 2012) e herbivoros (Theis 2006; Theis & Adler 2012), inclusive de espécies vegetais
ndo associadas primariamente a sindrome da cantarofilia.

Além de compostos organicos volateis, uma série de outros atributos florais esta

relacionada a especializacdo para a polinizagdo por besouros. Flores cantarofilas s&o
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caracterizadas por terem poucos atrativos visuais, nenhuma forma caracteristica ou definida,
além de ndo possuirem guia de néctar. Sdo geralmente grandes, planas, cilindricas ou rasas,
ou mesmo em forma de tigela. As cores sé&o de tons frequentemente esverdeado ou
esbranquicado, com pétalas carnosas, macicas e nutritivas. Além disso, s&o
predominantemente hermafroditas, protoginicas e autocompativeis, com algumas
apresentando camaras florais (Faegri & Van der Pijl 1979; Barford et al. 1987). Flores em
formato de camara (como as espécies do género Annona) apresentam termogénese, que € a
elevacdo da temperatura no interior da camara floral (Gottsberger 1988, 1989, 2012;
Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 2006), o que favorece a liberagdo de odores pelas
flores, um atributo muito comum em espécies cantarofilas (Jurgens et al. 2000; Silberbauer-
Gottsberger et al. 2003; Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 2006; Ratnayake et al. 2007,
Gottsberger 2012; Paulino-Neto 2014).

Recentemente, Favaris et al. (2020) demonstraram que C. paraguayensis sao atraidos
pelos volateis das flores de Lagenaria siceraria (Cucurbitaceae), a qual é visitada por diversas
espécies de insetos, entre eles, os esfingideos. (Morimoto et al. 2004). Dentre 0s compostos
presentes em seu buqué de volateis, estd o nerolidol, um composto comumente associado as
flores esfingdfilas (Knudsen & Tollsten 1993), e que também compde a “imagem floral
branca” de espécies polinizadas por mariposas (Kaiser 1991). Além de L. siceraria (Favaris et
al. 2020), C. paraguayensis também foi registrado visitando outras espécies ndo cantarofilas,
como Kielmeyera variabilis (Calophyllaceae) e Bauhinia curvula (Fabaceae) (Gottsberger
1986; Munin et al. 2008).

Apesar de ndo haver registros de esfingideos visitando as populacdes de M.
longiflora no Brasil, suas caracteristicas florais sugerem uma adaptacdo primaria a
esfingofilia (Moré et al. 2007). Entretanto, nossas observacfes em campo ao longo da

distribuicdo da espécie no Cerrado do Brasil mostram que além da visitacdo frequente destas
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flores por besouros Cyclocephalini, que consomem alguns tecidos florais (veja também
Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 2006), a espécie produz frutos sob condicGes naturais.

Herbivoros florais podem ser atraidos pelos mesmos compostos volateis que atraem
0s polinizadores de uma espécie (Baldwin et al. 1997; Theis 2006; Andrews et al. 2007,
Nunes et al. 2018), e besouros herbivoros eventualmente podem atuar como polinizadores
(Nunes et al. 2016). Adicionalmente, sabemos que o besouro Cyclocephalini, Cyclocephala
paraguayensis, atua como visitante frequente de espécies ndo cantaréfilas (Gottsberger 1986;
Munin et al. 2008; Favaris et al. 2020), e que podem ser atraidos por volateis associados a
atracdo de esfingideos (Favaris et al. 2020). Dessa forma, neste estudo nds analisamos se 0
principal visitante floral de M. longiflora, i.e., besouros do género Cyclocephala
(Melolonthidae, Dynastinae), sdo atraidos pelos mesmos volateis florais responsaveis pela
atracdo dos supostos polinizadores primarios da espécie, i.e., esfingideos, resultando em um
importante trade-off envolvendo a atracdo de polinizadores e herbivoros florais (Baldwin et
al. 1997; Theis 2006; Andrews et al. 2007; Nunes et al. 2016). Além disso, nés também
analisamos o papel dos besouros sobre a reproducdo de M. longiflora para testar se estes
besouros podem atuar como polinizadores efetivos da espécie.

Nesse contexto, nos estudamos a biologia floral e o sistema reprodutivo de M.
longiflora, para testar se a espécie depende de polinizadores para a sua reproducdo,
determinar os polinizadores, e analisar se a espécie esta sujeita a limitacdo polinica.
Adicionalmente, nés também realizamos experimentos de exclusdo para analisar se 0s
besouros Cyclocephalini polinizam a espécie na auséncia de esfingideos. Para analisar se
esfingideos atuam como visitantes florais e polinizadores efetivos de M. longiflora, e em qual
frequéncia ocorreriam tais visitas, nos realizamos observacOes focais diretas e por meio de
cameras equipadas com luz infravermelha (que permite a visdo noturna) e ativadas por calor e

movimento (conforme Johnson et al. 2019 e Amorim et al. 2021). Finalmente, nés também
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caracterizamos a composi¢cdo quimica dos compostos organicos volateis produzidos pelas
flores de M. longiflora, e por meio de experimentos em campo, testamos se 0s besouros

Cyclocephalini séo atraidos pelos principais volateis florais produzidos pela espécie.

MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

O trabalho foi realizado na Unidade de Protecdo Integral Floresta Estadual de
Botucatu (22°56' S, 48°27' O), que abrange uma area total de 33,8 hectares de Cerrado.
Segundo a classificacdo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2012) a
vegetacdo no interior dessa area compreende savana arborizada e savana gramineo-lenhosa,
com mata-de-galeria ao longo do corrego que delimita a area a leste. O estudo foi
desenvolvido na area de campo cerrado que compreende ca. 17 ha. do total da vegetacdo da
area de estudos, na qual a populacdo de Mandevilla longiflora ocorre em maior densidade e

abundancia.

Biologia floral e sistema reprodutivo

A antese floral de M. longiflora foi registrada em 12 flores marcadas e observadas
desde a abertura até a senescéncia, que foi caracterizada pela abscisdo e queda da corola.
Adicionalmente, quantificamos o nimero de flores por individuo em 100 plantas e medimos o
comprimento do tubo floral em trés flores por planta. Em alguns desses individuos medimos
apenas uma (n = 9) ou duas flores (n = 34), pois os demais botdes florais ainda estavam em
desenvolvimento. No total, foram analisadas 247 flores.

Para entender se a baixa frequéncia de esfingideos poderia estar relacionada a
producdo de néctar na espécie, n0s tambeém caracterizamos a producdo do néctar na espécie
por meio da analise do volume, concentracdo e massa de agucares produzida no néctar de M.

longiflora. O néctar foi analisado em dois grupos experimentais, a partir de flores recém-
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abertas e ndo visitadas. No primeiro grupo (“remog¢do”, n = 19 flores) ndés removemos o
néctar no momento da abertura da flor, que foi em seguida isolada com sacos de organza de
nailon por um periodo de 24 horas, quando o néctar acumulado foi novamente removido. No
segundo grupo (“acumulado”, n = 20 flores), as flores foram isoladas na fase de pré-antese, e
0 néctar removido ap6s um periodo de 24h. O volume do néctar foi extraido com uma
microsseringa graduada acoplada com uma agulha customizada (Hamilton, NV, USA) de 15
cm de comprimento, o que possibilitou a remocdo do néctar na base do tubo floral sem
danificar a flor. A concentragdo de acUcares no néctar (porcentagem de sacarose,
massa/massa) foi aferida com refratdbmetro manual (0-90%; Instrutherm - RT-280). Para
calcular a massa de aglcares (mg), os valores de concentracdo foram convertidos em
miligramas de agucar presentes em um uL de néctar seguindo Galetto & Bernardello (2005).
Para analisar o sistema reprodutivo da espécie e avaliar a sua dependéncia em relacéo
aos polinizadores, nos realizamos experimentos de poliniza¢do controlada entre os meses de
fevereiro e abril de 2018, e entre setembro e dezembro nos anos de 2018, 2019 e 2020. Para
isso foram realizados os seguintes experimentos de polinizagdo controlada: controle, no qual
255 flores (n = 160 plantas) foram marcadas para analisar a formagao de frutos sob condigdes
naturais (acessivel aos polinizadores); autopolinizacdo espontanea, no qual 60 botdes florais
(n = 55 plantas) foram mantidos isolados com sacos de organza de nailon sem qualquer
manipulacdo; autopolinizacdo manual, na qual 84 flores (n = 75 plantas) recém-abertas foram
autopolinizadas manualmente; e polinizacdo cruzada, no qual 80 flores (n = 79 plantas)
recém-abertas receberam poélen de outras plantas da populacdo. As polinizagbes manuais
foram realizadas utilizando uma haste de grama para remover o pélen e depositar no estigma

(veja Video material suplementar 1).

Visitantes florais e experimento de excluséao
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Para a observacao dos visitantes florais e potenciais polinizadores, foram realizadas
ao todo 179 horas e 36 minutos de observac@es focais em campo para o registro e analise do
comportamento dos visitantes florais. Durante o dia, as observagdes foram realizadas no
periodo da manha entre 05:30h e 08:30h e no periodo da tarde a partir das 15:30 horas, por
dois observadores. A noite, realizamos as observacdes diretas entre 19:00 h e 23:00h. Em
anos anteriores, realizamos 25 horas de observacdes diretas, mas que ndo entraram no calculo
de frequéncia de visitas por ndo termos o nimero exato de flores observadas. Para 0s besouros
focamos no horario de chegada a flor e tempo de permanéncia, assim como o percentual de
flores ocupadas na populacdo. Alguns besouros foram coletados e encaminhados para um
especialista para a identificacdo ao nivel de espécie. Nds observamos o comportamento dos
besouros nas flores de M. longiflora em relacdo as partes florais consumidas e tocadas por
estes insetos durante o seu periodo de permanéncia na flor.

Para analisar se os esfingideos visitavam as flores, além das observacBes focais
diretas em campo, nds também realizamos observagdes indiretas por meio do uso de cameras
de visdo noturna ativadas por calor e movimento (Bushnell Nature View, modelo 119740,
Bushnell Corporation, Overland Park, Kansas). Tais cameras permitem a realizacdo de
observagdes mais acuradas e por um periodo muito superior ao que observadores poderiam
permanecer no campo (Johnson et al. 2019; Amorim et al. 2021), e assim permitem
quantificar a frequéncia de visitacdo de esfingideos as flores por longos periodos. Tais
cameras utilizam deteccdo de infravermelho passivo (passive-infrared detection — PIR) e
podem registrar esfingideos, uma vez que a temperatura toracica dessas mariposas em Voo
varia entre 31 e 36 °C (Heinrich 1993; Jonhson et al. 2019). As cameras foram instaladas
entre 19:00h e 19:30h e colocadas a uma distancia de 60 cm das flores, onde permaneceram
durante todo o periodo noturno. Ao todo foram realizadas 173 horas e 36 minutos de

observagdes com o uso de duas cameras, em um total de 38 flores, distribuidas em 23 plantas
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ao longo de 16 dias. O angulo de visdo das cameras permitia a captacdo de trés a cinco

plantas, e essas filmagens foram feitas por periodos de 9 a 12 horas por noite, entre 0s meses

de outubro e dezembro de 2020.

Para testar se os besouros atuavam efetivamente como polinizadores de M. longiflora
nos realizamos um experimento de exclusdo utilizando gaiolas conicas (90 cm de altura e 70
cm de base) cobertas com uma tela de malha de 6 cm?, que possibilitava o livre acesso dos
besouros as flores, mas impedia 0 acesso de esfingideos (Fig. 1 A). Ao todo foram isoladas 99

flores distribuidas em 80 individuos. A gaiola permaneceu em cada planta até a senescéncia

das flores.
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FiG. 1 Experimentos realizados em campo. A. Gaiola utilizada no experimento de exclusdo de
esfingideos. B. Armadilha utilizada no experimento de atratividade de besouros. C. Detalhe
da armadilha de atratividade mostrando o pote de captura e o saché contendo o volatil

sintético das flores de Mandevilla longiflora.

Compostos Organicos Volateis (COVs)
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Os compostos organicos volateis (COVs) foram coletados das flores diretamente no
campo utilizando um sistema dinamico de aeracdo (Raguso & Pellmyr 1998) em abril de
2018, no qual o ar em contato com os volateis emitidos pela flor era capturado por um
polimero adsorvente. As flores (n=5) foram individualmente envolvidas com um saco de
poliéster (17 x 20 cm). Na saida do saco foi colocada uma pipeta de vidro contendo 30 mg de
polimero adsorvente Hayesep-Q (80/100 mesh; Sigma-Aldrich), no qual os volateis foram
coletados pela passagem do ar (< 0,3 L/min). O fluxo de ar foi filtrado com carvéo ativado na
entrada dos sacos, e a passagem do ar foi realizada através de uma bomba de vacuo e pressao
(2 L/min). O periodo de aeracdo foi de uma hora ap6s a antese (19:00h — 20:00 h).
Posteriormente, os COVs foram eluidos do polimero utilizando 300 pL de hexano. O mesmo
procedimento de aeragdo foi realizado com um saco vazio para inspecionar 0s compostos
contaminantes do sistema (controle).

Os volateis florais foram analisados no Laboratério de Ecologia Quimica e
Comportamento de Insetos, no Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ/USP,
utilizando um cromatografo gasoso acoplado ao detector por ionizacdo em chama (GC-FID;
GC-2010 Shimadzu corp., Kyoto, Japéo), equipado com uma coluna apolar (30 m x 25 pm x
25 mm; Ritx-1; RESTEK, Bellefonte, PA, EUA). Um microlitro do extrato natural foi injetado
em modo ‘splitless’ a 250 °C, sendo a temperatura de forno programada a 40°C iniciais por 5
minutos, atingindo 250°C a 10°C/min. O hélio foi utilizado como gas de arraste (1,47
mL/min) em velocidade linear a 33 cm/s. Para todos os compostos florais encontrados, o
indice de retencéo de Kovats foi calculado (Van Den Dool & Kratz 1963). Posteriormente, foi
realizada a identificagdo dos compostos através de outra injecdo de um microlitro do extrato
natural em um cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrometro de massa (GC-MS; GC-
2010QP Ultra, Shimadzu corp., Kyoto, Japdo), e equipado com a mesma coluna do GC-FID.

As amostras foram analisadas na mesma programacao de temperatura descritas anteriormente
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para 0 GC-FID. O hélio foi utilizado como gas de arraste (1,32 mL/min) em velocidade linear
a 41,4 cm/s. Tanto a interface como a fonte de ions foram mantidas a 250 °C e 0 espectro de
massas foi obtido por impacto de elétron (70 eV) no intervalo de m/z 35 — 280. Os volateis
foram identificados baseados em seus indices de retencdo, comparacdo dos espectros de
massa com a biblioteca NIST 11 (Lemmon et al. 2011), e por meio de compostos sintéticos

produzidos em laboratorio.

Bioensaios de campo da atratividade dos besouros aos COVs

Para avaliar se 0s besouros sdo atraidos pelo perfume floral produzido pelas flores de
M. longiflora, o principal COV floral emitido pela espécie foi sintetizado em laboratorio e
utilizado em um bioensaio de campo conduzido em outubro de 2019, em uma é&rea de
pastagem no municipio de Cassilandia — MS (19°05°35,8” S, 51°48°52,5” L). Esta area foi
escolhida uma vez que observagdes prévias apontaram a ocorréncia em grande abundancia da
mesma espécie de Cyclocephalini presente na area de estudos em Botucatu — SP (veja Favaris
et al. 2020), tornando essa area ideal para os experimentos de atratividade de besouros. O
experimento de atragdo consistiu de um tratamento composto por armadilhas com 500 uL da
solucdo (40 mg/mL) do composto sintético (mistura de dois isbmeros na proporcao de 1:1) de
M. longiflora diluido em 6leo de parafina, enquanto que o tratamento controle foi composto
por 500 pL somente do 6leo de parafina (solvente). Tanto o tratamento contendo os atraentes
como o controle foram feitos em um saché plastico (7 cm x 5 cm) contendo um rolo de
algoddo para a impregnagdo da solugdo ou solvente. As armadilhas foram feitas com
poliestireno preto, e eram compostas por duas aletas (18 cm x 24 cm) encaixadas
perpendicularmente e formando uma abertura central (5 cm x 10 cm) para colocacdo do

composto quimico atraente. Abaixo das aletas foi encaixado um pote coletor de insetos com
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volume de 0,5 L contendo cerca de 100 ml de solucdo de agua e detergente comum (Fig. 1 B
e C).

As armadilhas foram dispostas em blocos completos casualizados, distanciadas 20 m
entre si, e posicionadas a 1,5 m de altura do solo utilizando tubos de PVC em L inseridos em
barras de ago fixas no solo. O VOC sintético foi colocado nas armadilhas uma hora antes do
por do sol, quando se iniciava a revoada dos insetos (Albuquerque et al. 2016; Favaris et al.
2020). As armadilhas foram deixadas até a manh& do dia seguinte para avaliacdo da captura
de besouros. Foram realizadas 10 repeticdes, e os besouros capturados foram encaminhados

para um especialista para a identificagéo.

Anélise de Dados

Para analisar se ocorria limitacdo de pdlen em M. longiflora, nés calculamos o indice
de limitacdo de pélen conforme Larson & Barrett (2000). O indice de limitagdo de pdlen
(PLI) foi calculado como PLI =1 — (Po / Ps), onde Po é a propor¢do de frutos formados no
tratamento controle e Ps é a proporcdo de frutos formados no tratamento de polinizacdo
cruzada. O PLI varia de 0 (sem limitacdo de pélen) a 1 (limitacdo de polen extrema).

Para testar se a remocdo do néctar afeta a sua producdo total ao longo de um periodo
de 24h, o volume e a massa total de agucares foram somados no conjunto de flores que sofreu
remogdo no momento da abertura e 24h depois (tratamento de “remoc¢do”). O volume e massa
de agucares do tratamento “remocao” foram comparados com aqueles do conjunto de flores
que sofreu a remocdo do néctar apenas 24h apos a abertura das flores (tratamento
“acumulado”). Finalmente, nds utilizamos um teste de Mann-Whitney para testar se 0 volume

e massa de agucares diferiram entre ambos os tratamentos.

RESULTADOS
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Biologia floral e sistema reprodutivo

As flores de Mandevilla longiflora podem ser morfologicamente caracterizadas
como tipicamente esfingofilas. O tubo floral infudibuliforme (flor em forma de funil, Fig. 2 A
e B), com comprimento que varia de 88 mm a 128 mm (média = 109,15 + 8,51, n = 247 flores
em 100 plantas) torna a espécies funcionalmente especializada em espécies de esfingideos
com probdscide longa. As plantas produziam em média nove flores, variando entre quatro e
19 flores por estacdo de floracdo. Durante o pico de floracdo e em uma Unica noite, a
populacdo podia apresentar de 800 a 2000 flores abertas simultaneamente. O inicio da
abertura das flores ocorreu por volta das 16:30h e até as 19:00h as flores ja estavam
completamente abertas. A antese teve duracdo de 5 a 8 dias, e a senescéncia foi caracterizada
pela abscisdo da corola. As flores permaneciam abertas durante a noite, fechavam-se durante
o dia e reabriam ao entardecer (por volta das 17h30 - 18h30) dos dias seguintes ao longo de
todo periodo de antese.

A producgdo do perfume floral teve inicio no comeco da noite, ap6s a completa
abertura da flor. O odor produzido tinha um cheiro citrico, leve e adocicado, e diminuia ao
longo da noite até tornar-se praticamente imperceptivel ao olfato humano ndo treinado. Os
frutos comecaram a se desenvolver em torno de 8 a 12 dias apds a polinizagdo, com o término
do desenvolvimento e dispersdo das sementes ocorrendo em torno de 40 a 50 dias apos a
polinizacéo.

Os experimentos de polinizacbes controladas demonstraram que M. longiflora
formou frutos apenas apos os tratamentos de autopolinizacdo manual, polinizacdo cruzada, e
sob condic¢Bes naturais. Ndo houve a formagdo de frutos por autopolinizagdo espontanea
(Tabela 1). O indice de limitagdo polinica observado foi de 0,69. Ndo houve diferenca
significativa na producdo de néctar entre as flores que sofreram duas remocdes sucessivas

(momento da abertura floral e ap6s 24h) e aquelas que sofreram apenas uma remocao apos o
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periodo de 24h (Fig. 3; volume: W = 164, p = 0.4736; massa de acucares: W = 134, p =

0.1197).

Visitantes florais e experimento de excluséo

Besouros da espécie Cyclocephala paraguayensis Arrow, 1903 foram os visitantes
florais mais frequentes de Mandevilla longiflora. Durante o pico da floragédo (final de
outubro/inicio de novembro de 2020) a frequéncia de flores ocupadas por besouros foi de
47,8% (632/1322 flores amostradas, Fig. 2 B - D). A morfologia infudibuliforme da flor de
M. longiflora, com uma pequena expansao na parte superior, era comumente utilizada por C.
paraguayensis como local de abrigo e copula. Os besouros consumiam as anteras e o polen,
normalmente danificando o estigma, e eventualmente o proprio tubo floral (Fig. 2 C e D).
Normalmente, as flores abrigavam de um a dois besouros, mas em alguns casos até quatro
besouros puderam ser encontrados em uma mesma flor (Fig. 2 B). Os besouros forrageavam
nas flores a partir das 19h, e algumas flores eram ocupadas durante toda antese (i.e., da
abertura até a senescéncia). Enquanto forrageavam os tecidos florais, os besouros ficavam
com pélen aderido ao corpo, particularmente pernas e élitros (Fig. 2 D), podendo carregar
pblen entre as flores visitadas na populacéo.

Os besouros C. paraguayensis foram encontrados em 19,20% (19/99 flores) das
flores submetidas ao tratamento de exclusdo (80 plantas, 99 flores) e nenhuma das flores
visitadas apenas por besouros formou fruto, o que sugere que C. paraguayensis atua apenas

como florivoro, ndo contribuindo com a reproducéo de M. longiflora.
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TABELA 1. Experimentos de polinizagdo controlada realizados em uma populagao de

Mandevilla longiflora em uma area de cerrado de Botucatu-SP.

Tratamento % (frutos/flores)
Condicéo natural (controle) 19,60 (50/255)
Autopolinizagéo espontanea 0 (0/60)

Autopolinizagdo manual 75 (63/84)
Polinizacdo cruzada 65 (52/80)

403  FIG. 2 Aspectos da biologia floral de Mandevilla longiflora (Desf.) Pichon (Apocynaceae) no
404  cerrado de Botucatu — SP. A. Morfologia floral da espécie com destaque do longo tubo da
405 corola (ca. 10 cm) caracteristico de flores esfingofilas funcionalmente especializadas. B.
406  Besouros Cyclocephala paraguayensis Arrow (Melolonthidae, Dynastinae) sobre a flor de M.
407  longiflora. Como visto em B e C, os besouros utilizam as flores como local de cépula, e
408 também consomem as anteras (Seta), provavelmente em busca de pdlen. D. Besouro sobre a
409  flor consumindo as anteras/p6len, com massas de p6len aderidas sobre o corpo. A seta mostra
410 uma grande massa de pdlen sobre a perna. Outros besouros foram encontrados com pélen
411  aderidos a cabega e élitros.

412
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Fi1G. 3 Caracteristicas do néctar de Mandevilla longiflora (Apocynaceae). A. Massa (mg) total
de acucares do néctar e B. Volume (uL) do néctar. O tratamento “Remogao” refere-se a soma
do volume e da massa de agUcares aferidos do néctar extraido no momento da antese, e apos
24h. Ja o tratamento “Acumulado” refere-se ao néctar extraido uma Unica vez ap6s um
periodo de 24 h apo6s a antese floral, em flores ndo visitadas e mantidas isoladas desde a fase
de pré-antese.

Foram registradas cinco visitas de esfingideos as flores de M. longiflora, totalizando
uma frequéncia de 0,00074 visitas/flor/hora. Todas as visitas foram realizadas por Agrius
cingulata Fabricius, 1775, uma espécie cuja proboscide tem ca. de 9,0 cm (Fig. 4), e

ocorreram entre as 20:30h e 00:00h (Video Material Suplementar 2). Os registros de video

também mostraram que, de fato, os esfingideos ndo eram capazes de visitar as flores isoladas

pelas gaiolas de excluséo (Video Material Suplementar 2).
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F1G. 4 O esfingidio Agrius cingulata Fabricius, 1775 visitando flor de Mandevilla longiflora
no cerrado de Botucatu — SP. Na seta, é possivel ver a massa de pdlen aderida a proboscide da
mariposa.
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Compostos Organicos Volateis e bioensaios de campo

Os principais compostos organicos volateis produzidos por Mandevilla longiflora
foram os isomeros (Z) e (E) de 3-metil-butiraldoxima (Fig. 5), que corresponderam a >99%
dos COVs produzidos pela espécie. De acordo com os tempos de retengdo, o isdbmero 1
corresponde ao cis e 0 isdbmero 2 corresponde ao trans, conforme Mottram & Flament (1996)
(porcentagem de cada isOmero na amostra: cis: 86,63554 + 1,632732; trans: 13,36446 +
1,632732). A partir deste composto foi produzida uma mistura isomérica do volatil sintético
utilizada no bioensaio de campo.

Os besouros C. paraguayensis responderam ativamente a presenca do volatil
sintético no campo. Apenas as armadilhas contendo a mistura isomérica do 3-metil-
butiraldoxima sintético capturaram C. paraguayensis (22 a 50 besouros capturados por
armadilha; média = 37,1 + 11,45, totalizando 371 besouros) ao passo que as armadilhas

controle ndo capturaram nenhum besouro.

NS
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FIG. 5 Andlise de GC-MS dos compostos organicos volateis extraidos das flores de
Mandevilla longiflora no cerrado de Botucatu — SP.
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DiscussAo

Os resultados dos experimentos de polinizagdo controlada demonstraram que
Mandevilla longiflora é uma espécie autocompativel, porém completamente dependente de
polinizadores para a sua reproducdo. Os experimentos de exclusdo constataram que C.
paraguayensis ndo polinizam as flores de M. longiflora, e atuam apenas como florivoros da
espécie. Embora os esfingideos tenham sido visitantes pouco frequentes, estas mariposas,
particularmente Agrius cingulata, sdo os Unicos polinizadores da espécie, tal como predito
pela sindrome de polinizacdo, apesar dos besouros Cyclocephala paraguayensis serem
altamente atraidos pelos volateis florais de M. longiflora. A atracdo aos volateis florais é uma
caracteristica comum de besouros deste género, que sdo polinizadores importantes de varias
espécies cantarofilas polinizadas por Cyclocephalini (Maia & Schlindwein 2006; Maia et al.
2010; Maia et al. 2012). Entretanto, este grupo de besouros também atua como florivoro em
diversas espécies de palmeiras (Oliveira & Avila 2011; Maia et al. 2018, 2020), bem como
em especies esfingofilas (Morimoto et al. 2004; Favaris et al. 2020). Esses resultados
demonstram que o principal florivoro de M. longiflora é atraido pelos mesmos volateis
responsaveis pela atracdo dos polinizadores, revelando um importante trade-off na espécie
relacionado a atracdo de seus polinizadores e dos principais antagonistas.

A presenca de florivoros nas flores pode reduzir o fitness das plantas por meio da
reducdo dos servigos de polinizacdo (Lohman et al. 1996), uma vez que o dano floral pode
interferir na emissdo de volateis atrativos (Kessler et al. 2011) e a integridade da morfologia
floral (Mccall 2008; So6ber et al. 2010). Como M. longiflora depende de um mecanismo de
polinizacdo complexo resultante da sinorganizacdo das pecas florais (Moré et al. 2007), os
danos nas anteras e estigma causados pelos besouros tém um efeito negativo, na medida que
afetam a estrutura da flor, o que é crucial para que a polinizagdo possa ocorrer. Considerando

que o volatil floral de M. longiflora se trata de um composto bastante raro, mas ainda assim
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atraente para C. paraguayensis, a ocorréncia de autocompatibilidade parece ter sido uma
resposta eficiente diante da raridade dos polinizadores de uma espécie funcionalmente
especializada, de forma a assegurar os servigos de polinizacdo (Baker 1955; Fausto et al.
2001; Moeller 2006).

As flores de M. longiflora sdo infundibuliformes (flores em forma de funil), com
tubo floral longo do tipo hipocrateriforme, e produzem aldoximas volateis que pertencem a
familia dos compostos nitrogenados (Knudsen & Tollsten 1993). Essa familia de compostos
compde a denominada “imagem floral branca”, na qual flores esfing6filas emitem uma série
de volateis atrativos as mariposas (Knudsen & Tollsten 1993; Nilsson 1983; Tollsten 1993;
Kaiser 1993; Raguso & Pichersky 1995; Raguso et al. 2003). Apesar do poder de predicédo ser
baixo para algumas sindromes de polinizacdo (Hingston & Mcquillan 2000; Ollerton et al.
2009; Danieli-Silva et al. 2012), as caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas de M. longiflora
sugerem que, para plantas esfingofilas funcionalmente especializadas, a previsibilidade da
sindrome de polinizacdo é muito elevada. Entretanto, as visitas realizadas por esfingideos em
outras espécies esfingdfilas funcionalmente especializadas podem ser bastante raras (Zhang et
al. 2011; Amorim et al. 2014), e os poucos registros de esfingideos visitando M. longiflora
realizados neste trabalho, bem como em estudos anteriores realizados na Argentina (Moré et
al. 2007), demonstram como essas visitas realmente sdo raras e fortuitas nesta espécie.

Tendo em vista que a polinizacdo de espécies esfingofilas funcionalmente
especializadas depende da presenca de mariposas com proboscide longa, a baixa frequéncia
de Agrius cingulata, bem como a baixa producéo de frutos sob condigOes naturais em relacédo
aos cruzamentos manuais, indicam que a polinizacdo é limitada pela escassez de
polinizadores, uma vez que outras espécies do género Mandevilla possuem taxas de
frutificagdo natural relativamente maiores do que a encontrada neste estudo, como em M.

petraea (40%, Moré et al. 2007) e M. tenuifolia (30%, De Araujo et al. 2014). Embora a
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frutificacdo em condicgdes naturais seja baixa comparada aos cruzamentos manuais, a baixa
frequéncia de visitas por esfingideos ainda ndo seria capaz de gerar a taxa de frutificagdo
natural observada. Assim, considerando que ndo registramos nenhum outro visitante como
potencial polinizador, isto sugere que os nossos registros de esfingideos visitando as flores de
M. longiflora pode estar subestimado devido a um efeito de diluicdo em decorréncia da
elevada abundancia (entre 800 e 2000) de flores abertas simultaneamente em uma mesma
noite (Wenninger et al. 2016).

Espécies com morfologia floral tipicamente esfingofila restringem a polinizagdo a
apenas algumas espécies de esfingideos com aparato bucal longo o suficiente para alcangar o
néctar na base do tubo. Tendo em vista que tubos florais extremamente longos constituem um
caractere derivado, cuja reversdo é pouco provavel (veja Whittal & Hodges 2007), a
especializacdo estrita a polinizacao por esfingideos tém sido considerada como um “beco sem
saida” evolutivo (Tripp & Manos 2008), pois as transicdes para outros grupos de
polinizadores sdo dificeis de ocorrer. Dessa forma, os registros indiretos de visitas de
Manduca sexta realizados na Argentina (Moré et al. 2007) e as visitas de A. cingulata
registradas neste estudo sugerem que M. longiflora é estritamente dependente de um pequeno
grupo de esfingideos com probdscide longa para a sua reproducao.

Na area de estudo existem espécies de Annonaceae que sdo frequentemente visitadas
por besouros Cyclocephalini, sejam eles polinizadores ou florivoros (Gottsberger 1989; Maia
et al. 2012; Pilon et al. 2017) e outras familias que sdo visitadas por esses besouros, como
Arecaceae (Pilon et al. 2017, Maia et al. 2018, 2020). No entanto, os estudos envolvendo C.
paraguayensis ndo reportam nenhuma visita desses besouros nessas espécies de plantas
(referencia). O consumo de partes florais € uma caracteristica comum de espécies polinizadas
ou herbivoradas por besouros, que oferecem recursos nutritivos aos seus visitantes na forma

de tecidos ricos em amido, pdlen e varios exsudatos estigmaticos (Gottsberger 1990; Barth
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1991; Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1991; Endress 1994; Bernhardt 2000). Assim,
apesar da existéncia de diversas espécies atraentes aos besouros Cyclocephalini, C.
paraguayensis foi observado consumido os tecidos florais apenas de M. longiflora na area de
estudos, além de mostrar-se altamente atraido pelos volateis florais desta espécie.

Plantas atacadas por herbivoros podem sofrer mudangas significativas tanto em seu
metabolismo primario quanto no secundario, incluindo o aumento da produgdo de compostos
toxicos, antidigestivos e antinutritivos (Kessler & Baldwin 2002). Assim, a herbivoria pode
afetar inclusive as interagdes planta-polinizador, uma vez que flores danificadas costumam
liberar compostos volateis repulsivos aos herbivoros (Kessler et al. 2011), que potencialmente
também podem afastar os polinizadores. Além do mais, 0s polinizadores podem evitar flores
danificadas pelos herbivoros por conta da alteracdo das pistas visuais (Raguso & Willis 2005)
ou para evitar o contato com os herbivoros nas flores (Lohmann et al. 1996).

Espécies com sistema de polinizacdo funcionalmente especializados sdo comumente
afetadas por limitacdo de pdlen, particularmente quando os polinizadores ocorrem em baixa
densidade (Knight et al. 2005; VVamosi et al. 2006; Amorim et al. 2014). O nivel de limitagdo
polinica observado em M. longiflora é considerado alto e proximo aos valores observados em
espécies esfingodfilas especializadas na Mata Atlantica (Amorim et al. 2014), e
consideravelmente maior do que aqueles observados para outras flores especializadas néo
polinizadas por esfingideos (Larson & Barrett 2000). Apesar de ndo termos encontrado efeito
de remocdo dos polinizadores sobre o total de néctar produzido, o volume e quantidade de
néctar como um todo € bastante compativel com os requerimentos energéticos de esfingideos,
cujo comprimento da proboscide estd diretamente relacionado ao seu tamanho corpéreo
(Agosta & Janzen 2005), o que reflete a elevada demanda energética destas mariposas
(Heinrich 1983). Entretanto, a abundancia de M. longiflora na éarea de estudo é alta, o que

pode sugerir que o servigo de polinizacdo realizado por A. cingulata é extremamente eficiente,
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uma vez que a frutificagdo é favorecida pela ocorréncia de autocompatibilidade (Baker 1955;
Fausto et al. 2001; Moeller 2006).

Considerando a dependéncia estrita de polinizadores para 0 sucesso reprodutivo, a
autocompatibilidade apresentada por Mandevilla longiflora, a baixa frequéncia de esfingideos
visitando a populagdo estudada, associado ao comportamento dos besouros Cyclocephala
paraguayensis, bem como de sua resposta aos volateis produzidos pelas flores, este trabalho
mostra que as interacbes planta-esfingideo-besouro sdo mediadas pelos volateis florais
produzidos por M. longiflora, resultando em um importante trade-off entre a atragcdo de
polinizadores e dos principais florivoros. Outras espécies visitadas por esfingideos também
sdo visitadas por C. paraguayensis, como Brugmansia suaveolens (Favaris, 2021), Lagenaria
siceraria (Favaris et al. 2020) e Bauhinia curvula (Munin et al. 2008). Assim, a alta
abundancia de C. paraguayensis nas flores de M. longiflora e sua alta atragdo aos volateis
florais da espécie demonstram que o comportamento desses besouros é bem diferente de
outros Cyclocephalini, atuando como um florivoro de espécies comumente visitadas por
esfingideos. Embora essa interacdo possa ser prejudicial para o fitness de M. longiflora, a
presenca de autocompatibilidade permite com que as visitas de esfingideos, ainda que pouco
frequentes, sejam eficientes, uma vez que poucos eventos de visita irdo resultar na producgéo
de frutos e sementes.

Neste estudo demonstramos como esses florivoros sdo altamente atraidos aos
volateis sintéticos de M. longiflora. Mas seriam necessarios novos experimentos em campo
para avaliar a atratividade desses volateis aos esfingideos. Além disso, também seria
importante testar a atratividade dos isdbmeros separadamente e em misturas isoméricas com
diferentes proporcdes, de modo a avaliar a intensidade de atracdo de cada componente dos

VOCs de M. longiflora aos distintos visitantes da espécie, i.e., mutualistas e antagonistas.
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