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Este trabalho foi redigido na forma de artigo cientifico a ser submetido ao periddico
Naturwissenschaften



Influéncia das interagdes com abelhas mutualistas e antagonistas e da
disponibilidade de recursos maternos sobre o sucesso reprodutivo de uma espécie
de Bignoniaceae de cerrado

Marilia Monteiro Quinalha®, Anselmo Nogueira® & Elza Guimaraes®

YUniversidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Instituto de Biociéncias, Distrito de

Rubido Junior, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

1. Resumo

As plantas normalmente apresentam um limite maximo de frutificacio que é
determinado pela disponibilidade de recursos maternos, no entanto, 0 Ssucesso
reprodutivo feminino de determinadas espécies € ainda menor que o potencial intrinseco
a planta-mde. Nesse caso, fatores extrinsecos a planta, como a limitagdo de polen,
decorrentes das interacGes ecoldgicas estabelecidas com mutualistas e antagonistas da
comunidade, podem interferir e impactar negativamente a reproducdo. Considerando
que a investigacdo simultanea de fatores intrinsecos e extrinsecos a planta pode ajudar a
estabelecer o papel de cada um deles sobre a baixa producdo de frutos em
angiospermas, neste trabalho nés avaliamos experimentalmente a contribuigdo relativa
da limitacdo de recursos maternos e da limitacdo de polen sobre o sucesso reprodutivo
de Jacaranda caroba (Bignoniaceae), uma espécie selecionada como modelo por ser
zoofila, predominantemente xendgama e apresentar baixa frutificacdo natural. Assim,
testamos as seguintes hipoteses: (1) o numero total de frutos € menor que o nimero total
de flores produzidas pela planta na auséncia de limitacdo de polen; (2) a frutificagcdo
natural € ainda inferior a capacidade de formacdo de frutos das plantas devido a
limitag&o de polen; (3) a baixa frequéncia de visitas do polinizador ou a transferéncia de
grdos de polen inadequados resulta em limitacdo quantitativa e qualitativa,

respectivamente; (4) abelhas que roubam ou pilham recursos atuam como antagonistas
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afetando negativamente, de forma direta ou indireta, 0 sucesso reprodutivo. No0ssos
resultados experimentais mostraram que a baixa producdo de frutos em relacdo ao
numero de flores produzidas por planta é determinada pela limitacdo de recursos
maternos, mas a frutificacdo natural foi ainda menor do que a capacidade reprodutiva
das plantas devido a limitacdo de polen na populacdo. A baixa frequéncia de visitas do
polinizador foi o principal fator responsavel pela limitacdo quantitativa de polen.
Evidéncias indiretas mostraram que a transferéncia de pélen incompativel, devido ao
comportamento do polinizador em visitar diversas flores em uma mesma planta,
também pode afetar o sucesso reprodutivo da espécie pela limitacdo qualitativa de
polen. Experimentos que testaram o efeito das abelhas antagonistas indicam que a
pilhagem de polen pode ndo ter grande impacto sobre a quantidade de polen disponivel
para a polinizacao e que, eventualmente, abelhas pequenas que coletam recursos, podem
atuar como mutualistas. Assim, em condic¢des naturais, a limitacdo de pdlen que afeta o
sucesso reprodutivo de J. caroba decorre dos efeitos combinados das interacdes

simultaneas com mutualistas e antagonistas.

Palavras chave: limitacdo de recursos maternos, limitacdo de pdlen, sucesso

reprodutivo, Jacaranda caroba
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Abstract

Plants normally present a maximum limit of fruit set that is determined by the maternal
resources availability, however, the female reproductive success of certain species is
even small than the intrinsic plant potential. In this case, extrinsic factors, as pollen
limitation, related to the ecological interactions established with mutualists and
antagonists, may interfere and negatively impact the reproduction. The simultaneous
investigation of intrinsic and extrinsic factors to the plant can help us to establish the
role of each one of them on the low fruit production in angiosperms. In this study we
experimentally evaluated the relative contribution of the maternal resources limitation
and the pollen limitation over the Jacaranda caroba (Bignoniaceae) reproductive
success. We selected this species as model, because it is zoophilous, predominantly
xenogamous and has low natural fruiting. Therefore, we tested the following
hypothesis: (1) total number of fruits is smaller than the total number of flowers
produced by the plant in the absence of pollen limitation; (2) natural fruit set is still
smaller than the fruit set plant capacity due to the pollen limitation; (3) low frequency of
pollinator visits or inadequate transfer of pollen grains results in quantitative and
qualitative limitation, respectively; (4) bees that steal or rob resources act like
antagonists negatively affecting, directly or indirectly, the reproductive success. Our
experimental results showed that the low fruit set in relation to the number of flower
produced per plant is determined by the maternal resources limitation, but natural fruit
set was still smaller than the plant reproductive capacity due to the pollen limitation in
the population. The low frequency of pollinator visits was the main cause of the
quantitative pollen limitation. Indirect evidences showed that the transfer of
incompatible pollen, due to pollinator behavior in visiting several flowers in the same

plant, can also affect the specie reproductive success by the qualitative pollen limitation.
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Experiments with antagonist bees indicate that pollen theft may not have a negative
impact in the pollen quantity available to the pollination and, eventually, small bees
collecting resources, can act like mutualists. Therefore, in natural conditions, the pollen
limitation that affects the J. caroba reproductive success comes from the combined

effects of simultaneous interaction involving mutualists and antagonists.

Word keys: maternal resources limitation, pollen limitation, reproductive success,

Jacaranda caroba.
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2. Introducao

As razbes subjacentes as baixas taxas de frutificacdo natural, comumente
observadas nas espécies hermafroditas (Stephenson 1981; Sutherland 1987), necessitam
ser investigadas de forma integrada. Estudos realizados nas ultimas décadas tém
enfocado a limitacdo de polen (Burd 1994, Larson e Barret 2000, Ashman et al 2004,
Knight et al. 2005) ou a limitagdo de recursos maternos (Stephenson 1981; Sutherland
1987) como fatores associados ao baixo sucesso reprodutivo das plantas. A limitagéo do
éxito feminino devido ao recebimento inadequado de pélen parece ser um fenémeno
comum em angiospermas, pois estudos envolvendo dados de centenas de espécies
indicam que cerca de 60% delas apresentam limitacdo de pdlen significativa (Burd
1994, Knight 2005). Burd (1994) ressalta que, se a disseminacdo de polen através de
vetores ndo é suficiente, entdo, o éxito reprodutivo de ambos o0s componentes,
masculino e feminino, irdo ser limitados; neste caso, o componente feminino sera
limitado mais pelo numero incipiente de cruzamentos (limitacdo de pdélen) do que pela
disponibilidade recursos.

A alocacdo de recursos para a reproducdao em espécies vegetais hermafroditas é
dividida entre a producdo de polen e sementes (Lloyd 1979). Uma vez que ocorreu a
polinizacdo adequada, 0s recursos energéticos da planta-mde podem limitar o
desenvolvimento de frutos e sementes (Stephenson 1981). Assim, o aborto de frutos e a
inibicdo do desenvolvimento de novos botbes a partir do inicio da frutificacdo podem
ser respostas a essa limitacdo, evidenciando que a reproducdo das plantas ndo depende
apenas da quantidade de recurso materno disponivel em si, mas também do balanco no
investimento do mesmo em cada etapa do ciclo reprodutivo (Stephenson 1981).

Além de fatores intrinsecos a planta, nos sistemas naturais a limitacdo de pélen

também pode ser um fator crucial na determinacdo do sucesso reprodutivo das plantas
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(Bawa e Webb 1984; Sutherland 1986; Ayre e Whelan 1989). Entretanto, os estudos
que investigam a limitacdo de pdlen, normalmente enfatizam a limitacdo quantitativa,
pois se baseiam em comparacdes feitas entre a fertilizacdo oriunda da polinizacdo
natural e a fertilizacdo experimental apds suplementacdo de pdlen. Assim, Aizen e
Harder (2007) ressaltam que a limitacdo qualitativa de polen pode ocorrer muito mais
comumente do que se imagina, mas que a mesma ndo é capturada na abordagem
utilizada na maioria dos estudos sobre limitacédo de pdlen.

A limitacdo quantitativa de polen é caracterizada pelo baixo nimero de gréos de
polen que chega até as flores, influenciando negativamente a fertilizacdo dos 6vulos e a
producdo de sementes (Ashman et al. 2004; Aizen e Harder 2007). Neste sentido, em
espéecies hermafroditas o excedente de flores produzidas pode ser interpretado como
evidéncia de investimento no componente masculino, relacionada a dispersao de pélen
(Sutherland e Delph 1984). Em espécies zoofilas a limitacdo quantitativa pode ser
decorrente de diversos fatores, tais como a abundancia e a composi¢cdo da fauna de
polinizadores (Aizen e Harder 2007), e a eficiéncia e frequéncia das visitas legitimas
(Aizen 2001; Wilson e Thomson 1991).

Outro fator adicional que pode influenciar o sucesso reprodutivo das plantas é a
qualidade do pélen depositado sobre o estigma. A chegada de grédos de polen viaveis e
homoespecificos ao estigma pode ser suficiente para a formacdo de sementes em
algumas espécies vegetais (Ashman et al. 2004). No entanto, ha casos em que pode
haver limitagdo qualitativa de pdlen devido a transferéncia de polen entre flores de uma
mesma planta (Herlihy e Eckert 2004). Por exemplo, espécies autoincompativeis podem
enfrentar uma problematica adicional quando uma alta propor¢do de pélen oriundo de
flores da propria planta é depositada sobre os estigmas, podendo diminuir as chances de

germinacdo do pdlen advindo da polinizagdo cruzada (Duncan et al. 2004). Este fato
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pode ser intensificado em espécies zoofilas, pois € comum que os polinizadores visitem
sequencialmente diversas flores em um mesmo individuo ou em individuos préximos,
que podem ser aparentados (Snow 1982; Eckert 2000), efetuando a polinizacdo cruzada
(sensu Percival, 1965), mas sem que haja a subsequente fertilizacao.

Mutualismos sdo especialmente susceptiveis aos ‘saqueadores’, espécies que nao
fornecem qualquer beneficio aparente, como no caso dos ladrdes de néctar associados
ao mutualismo planta-polinizador por Darwin (1841). Assim, além dos polinizadores,
que podem atuar diretamente na limitacdo qualitativa e quantitativa de polen, as plantas
também podem receber visitas de visitantes ilegitimos, que coletam recurso floral sem
realizar a transferéncia do poélen, os quais podem interferir, em intensidades variaveis,
na limitacdo de polen afetando a reproducdo da espécie vegetal. A pilhagem de néctar
ou polen ocorre quando esses recursos sao obtidos pelos pilhadores sem danificar a flor,
ja o roubo de ambos envolve danos fisicos a flor (Inouye 1980, Torezan-Silingardi
2012).

A pilhagem de polen pode reduzir a quantidade de pdlen que poderia ser retirada
e dispersa pelos polinizadores, e assim pode limitar a producdo de sementes (do Carmo
et al. 2004), contribuindo para a limitacdo de pdlen na populacdo por diminuir a
guantidade de gametas masculinos disponiveis para a fecundacdo (Hargreaves 2007;
Hargreaves et al. 2009). No entanto, quando pilhadores de pélen, ocasionalmente, tocam
as estruturas reprodutivas e depositam pdlen sobre o estigma das flores, podem atuar
como mutualistas (Hargreaves et al. 2009, Ballantyne et al. 2015).

O roubo e a pilhagem de néctar também podem ter diversos efeitos sobre a
reproducédo das plantas (Irwin e Brody 1999,Valdivia e Gonzalez-Gdémez 2006). Esses
visitantes podem alterar a quantidade e a qualidade do néctar (Valdivia e Gonzalez-

Gbomez 2006 ) e modificar o comportamento do polinizadores (Reddy et al. 1992,
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Valdivia e Gonzalez-Gémez 2006), afetando indiretamente o sucesso reprodutivo da
espéecie. No entanto, os efeitos do roubo de néctar sdo complexos e vao depender da
identidade do ladrdo e do polinizador, bem como da quantidade de néctar que o ladrao
remove e da variedade de recursos disponiveis no ambiente (Maloof e Inouye 2000).

Bignoniaceae possui uma ampla rede de interacBes com os visitantes florais,
sendo que 75% das relacdes sdo estabelecidas com visitantes que coletam recursos sem
realizar transferéncia do polen, gerando uma rede modular em que os ladrdes de néctar
conectam o0s mddulos, enquanto os ladrdes de pdlen apresentam ligacdes mais
especializadas (Genini et al. 2010). Levando em conta esse cenario, a avaliacdo do papel
de cada grupo funcional se torna importante para melhor entender os fatores envolvidos
no baixo sucesso reprodutivo das plantas desta familia.

Assim, para este estudo, selecionamos como modelo Jacaranda caroba, uma
espécie de Bignoniaceae com baixa frutificacdo natural, predominantemente xendégama
e envolvida em uma rica rede de interac6es, incluindo antagonistas diversos que atuam
como pilhadores de pdlen, ladrdes de polen, pilhadores de néctar e ladrdes de néctar,
além de apresentar certa especializa¢do para polinizacdo, com apenas duas espécies de
abelhas médias atuando como mutualistas (Guimaraes et al. 2008).

Considerando que a investigacdo simultanea de fatores intrinsecos e extrinsecos
a planta pode ajudar a estabelecer o papel de cada um deles sobre a baixa producao de
frutos em angiospermas, neste trabalho nds avaliamos experimentalmente a contribui¢do
relativa da limitacdo de recursos maternos e da limitacdo de polen sobre o sucesso
reprodutivo desta espécie. Dado que a reproducéo de uma planta pode ser determinada,
pelo menos em parte, pela quantidade de recursos maternos disponiveis, nds esperamos
que o numero total de frutos seja menor que o numero total de flores produzidas pela

planta na auséncia de limitacdo de polen, evidenciando um limite energético da planta-
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mée para a reproducdo. Por outro lado, a limitagdo de polen pode ocorrer em funcéo de
variacdes nas interacGes ecoldgicas estabelecidas com mutualistas e antagonistas da
comunidade. Dessa forma, nos esperamos que a limitacdo de pdlen possa diminuir o
sucesso reprodutivo da planta, seja pela baixa frequéncia de visitas ou ineficiéncia dos
polinizadores, seja pela transferéncia de grdos de pdlen inadequados (inviaveis,
heteroespecificos ou geneticamente incompativeis). Separar a limitacdo quantitativa da
qualitativa nao é simples, mas segundo Aizen e Harder (2007) pode haver uma mistura
destes dois efeitos nos trabalhos que comparam apenas a frutificacdo natural com a
experimental através de suplementacdo de polen. Assim, nOs procuramos testar
experimentalmente quanto de pdlen da prépria planta uma flor de J. caroba pode
receber sem afetar decisivamente a fertilizacdo cruzada.

Outro fator que pode afetar o sucesso reprodutivo de uma espécie vegetal é a alta
incidéncia de antagonistas que podem atuar direta ou indiretamente sobre a limitacdo de
polen. Ladrbes geralmente ndo sdo polinizadores, segundo Inouye (1980), entretanto,
Maloof e Inouye (2000) ressaltam que, em muitos estudos, isso é previamente assumido
e que, na verdade, sdo necessarios estudos experimentais para explorar esse pressuposto.
Assim, neste trabalho avaliamos experimentalmente se abelhas pequenas, referidas
como pilhadoras e ladras de pdlen e néctar (Guimardes et al. 2008), podem atuar
também como polinizadoras de J. caroba.

O objetivo geral deste estudo foi investigar os fatores que podem estar

associados ao baixo sucesso reprodutivo Jacaranda caroba.
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3. Material e Métodos

3.1. Espécie e area de estudo

Selecionamos a espécie Jacaranda caroba (Vell.) DC. para realizar este estudo
devido a baixissima frutificacdo natural (7.25%) verificada por Guimarées et al (2008).
Essa espécie de Jacaranda é endémica do Brasil ocorrendo nos Dominios do Cerrado e
da Mata Atlantica (Lista de espécies da flora do Brasil 2016). A espécie pode ser
considerada um arbusto ou arvoreta (0.7 — 3 metros) e possui ramos glabros, geralmente
com lenticelas, filotaxia oposta e folhas compostas bipinadas; a inflorescéncia possui
forma de panicula; as flores apresentam calice cupular e corola tubular campanulada,
roxo claro a escuro; o androceu apresenta estames didinamos e anteras bitecas,
estaminodio longo e glandular; o gineceu é composto por um pistilo com ovario
achatado disposto logo acima de um disco nectarifero cilindrico, estilete alongado e
estigma bilobado; o fruto é do tipo capsula eliptica, cujas valvas se curvam na
deiscéncia, expondo as sementes aladas membranaceas que sdo dispersas pelo vento
(Gentry e Morawetz 1992). O nome Jacaranda oxyphylla Cham. é atualmente
considerado sindnimo de Jacaranda caroba (Vell.) DC. (iPlants 2016).

O estudo foi realizado na Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara (EEcSB),
administrada pelo Instituto Florestal do Estado de Sao Paulo, localizada no municipio
de Aguas de Santa Barbara (SP) entre as coordenadas 22°46°30°’a 22°50°30”’S e
49°10°30”’a 49°15°30°°W, com uma area de 2712 ha, recoberta por vegetacdo de
cerrado lato sensu e floresta estacional semidecidua.

Nas fisionomias savanicas de cerrado mapeamos uma populacdo de J. caroba,
com cerca de 230 individuos, e em seguida sorteamos parte deles para a coleta de dados

e realizacdo dos experimentos em campo. As plantas marcadas encontravam-se
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agrupadas em cinco manchas, distantes cerca de 300 metros entre si. A distancia entre

os individuos dentro de cada mancha variou de trés a 80 metros.

3.2. Contribuicao relativa da limitacédo de recursos maternos e da limitacéo de
polen para o sucesso reprodutivo

Para investigarrmos a contribuicdo relativa da limitacdo de recursos maternos e
da limitacdo de pdlen para o sucesso reprodutivo em uma populacdo de J. caroba nos
comparamos a frutificacdo natural com a frutificacdo oriunda de cruzamentos
experimentais ao longo de todo o periodo reprodutivo. Em 2014, dentre as 230 plantas
previamente mapeadas na populacdo, nds inicialmente selecionamos 40 na populacao
que continham de uma a seis inflorescéncias. Posteriormente dividimos essas plantas,
por sorteio, em dois tratamentos, contendo 20 plantas cada, que foram designados como
PTP (plantas totalmente polinizadas) e PNP (plantas naturalmente polinizadas).

Para efetuarmos o0s cruzamentos experimentais nas plantas totalmente
polinizadas (PTP) determinamos previamente o periodo de receptividade do estigma
utilizando o reagente peroxido de hidrogénio (Dafni et al. 2005) e polinizando
manualmente flores de primeiro a quarto dia de antese (n = 45 flores, 5 plantas) com
uma mistura de pélen de cinco individuos doadores. Ambos os testes evidenciaram que
0s estigmas estavam receptivos até o quarto dia de antese. Investigamos também a
porcentagem de grdos de pdélen viadveis corando-os com carmim acético (Dafni et al.
2005). Contamos 100 grdos de pdlen de cada flor (n = 9 flores, 9 plantas) em
microscopio de luz estimando a porcentagem de viabilidade do pdlen a partir da
avaliacdo do tamanho, morfologia e coloragcdo dos mesmos. Verificamos que 93.2 % +
3.6 dos grdos de pdlen eram viaveis. De posse destas informacGes procedemos aos

cruzamentos experimentais descritos a seguir.
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No tratamento PTP nds polinizamos absolutamente todas as flores produzidas
por cada uma das 20 plantas durante todo o periodo de florescimento de 2014. A cada
dois dias, contavamos e polinizavamos todas as flores abertas de cada ramo florifero,
previamente isolado dos visitantes florais com sacos de fil6. Como doadoras de polen
sorteamos 10 plantas, distantes pelo menos 100 metros das 20 plantas receptoras, com o
objetivo de evitar o efeito potencial de grdos de pdlen geneticamente incompativeis.
Minutos antes de realizarmos os experimentos de polinizacdo manual, coletadvamos as
anteras das flores de primeiro e segundo dia das 10 plantas doadoras e faziamos uma
mistura com o polen dessas flores. Aplicavamos essa mistura nos estigmas das flores
utilizando um pincel de ponta fina. No tratamento PNP mantivemos as outras 20 plantas
expostas a visitacdo natural dos polinizadores e demais visitantes florais (grupo
controle). Em ambos os tratamentos nds realizamos a contagem periodica das flores e
frutos produzidos em cada ramo florifero de cada planta durante todo o periodo de
florescimento de 2014. Todos os frutos iniciados foram acompanhados periodicamente
e foi possivel estimar a proporcdo de frutos abortados por planta. Os frutos abortados
foram aqueles que apos o inicio de seu desenvolvimento permaneceram com tamanho
reduzido e sofreram abscisdo antes de seu amadurecimento. No tratamento PTP os
frutos iniciados foram ensacados até o aborto ou a deiscéncia do fruto maduro. No
tratamento PNP os frutos s6 foram ensacados ap6s o final da floragdo, a fim de evitar
que ensacamento dos frutos interferisse visualmente no processo de polinizagdo de
flores ainda expostas a visitacdo. Todos os frutos amadureceram no campo e foram
coletados periodicamente nas 40 plantas para a contagem do nimero de sementes em

laboratorio.
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3.3. Evidéncias da limitacao de recursos maternos

3.3.1. Producéo de flores e aborto de frutos

A falta de recursos maternos disponiveis para a reproducdo sexuada pode reduzir
ou inibir a producdo de flores pelas plantas e induzir o aborto seletivo de frutos
(Stephenson 1981). Dessa forma, nds comparamos o numero total de flores produzidas
por planta, por inflorescéncia e a proporcdo de frutos abortados ao longo de toda a
estacdo reprodutiva para verificar se houve diferenca entre as plantas dos tratamentos
PTP (experimental) e PNP (controle). Na existéncia de limitacdo de recursos maternos,
nos esperariamos encontrar maior proporcao de frutos abortados e menor producao de
flores ao longo da estacao reprodutiva nas plantas do tratamento PTP, no qual todas as

flores foram manualmente polinizadas.

3.3.2. Producéo de frutos no periodo reprodutivo subsequente

O alto investimento de recursos na producdo de frutos em uma florada pode
afetar a quantidade de recursos disponiveis para a reproducdo na préxima florada
(Janzen et al. 1980). Dessa forma, seria esperado que o tratamento PTP, na existéncia de
limitacdo de recursos maternos, tivesse desempenho reprodutivo inferior no periodo de
florescimento subsequente ao tratamento experimental. Assim, para verificar se as
plantas do tratamento PTP teriam menor sucesso reprodutivo, do que o esperado em
condigdes naturais, expusemos as flores das plantas de ambos os tratamentos (PTP e
PNP) a visitacdo natural no periodo reprodutivo subsequente, em 2015. Designamos as
plantas expostas a visitagdo natural em 2015 e que haviam sido totalmente polinizadas
(PTP) em 2014 como PTP-2014/ PNP-2015, e as plantas que foram expostas a visitacao
natural em 2014 (PNP) e novamente em 2015 como PNP-2015. Assim, ao final do

segundo periodo reprodutivo contabilizamos e comparamos a producédo de frutos nos
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dois tratamentos (PTP-2014/ PNP-2015 e PNP-2015), bem como a producdo de frutos

no tratamento PNP-2015 com o tratamento PNP de 2014.

3.4. Evidéncias da limitacdo de polen — Interages com abelhas mutualistas e
antagonistas

3.4.1. Frequéncia e comportamento dos visitantes florais

Durante todo o periodo de florescimento da espécie, realizamos observagdes
focais dos visitantes florais segundo o protocolo de Dafni et al. (2005). Sorteamos 30
individuos dentre os 230 previamente marcados na populacdo e realizamos observacoes
sistematicas em intervalos de uma hora em cada planta cobrindo todo o periodo de luz
do dia, em dias alternados, de modo que ao final do periodo de florescimento
concluimos 60 horas de observacdo. A cada intervalo nds registravamos quantas vezes o
visitante chegava a planta e visitava ao menos uma flor, quantas flores eram visitadas
em sequéncia, e o tempo gasto pelo visitante em cada flor. Identificamos também o tipo
de recurso coletado por cada espécie de visitante. Adicionalmente, classificamos 0s
visitantes florais de acordo com seu comportamento, em quatro grupos: (1) abelhas
médias coletoras de néctar: aquelas que ao coletarem o recurso floral contatavam as
estruturas reprodutivas da flor por possuirem dimens6es do corpo compativeis com as
do tubo da floral, dessa forma podendo realizar a transferéncia do polen aos estigmas.
(2) abelhas pequenas coletoras de pélen: aquelas que acessavam o tubo da corola para
coleta de recurso e tocavam majoritariamente as anteras, podendo acidentalmente tocar
0 estigma durante as manobras de coleta. (3) abelhas pequenas coletoras de néctar:
aquelas que usualmente entravam pelas laterais do tubo da corola para coletar néctar,
sem tocar as estruturas reprodutivas da flor por ndo possuirem tamanho compativel com

0 tubo da flor e por acessarem o recurso, normalmente, sem passar pela porgdo central
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do tubo, onde se localizam as estruturas reprodutivas. (4) abelhas que roubam néctar:
aquelas que coletavam néctar por meio de um dano (fenda ou buraco) feito

externamente na base da corola.

3.4.2. Eficiéncia dos visitantes florais na polinizacéo

3.4.2.1. Sucesso reprodutivo apos visitas de abelhas médias e pequenas

Ap0s a observacdo prévia dos visitantes florais, realizamos experimentos para
testar se a visita das abelhas médias e das abelhas pequenas que visitavam as flores
entrando no tubo da flor poderiam efetivamente levar a formacédo de frutos e sementes.
Para isso nds criamos dois tratamentos experimentais distintos, um descrevendo a
eficiéncia das abelhas médias e outro representando a eficiéncia das abelhas pequenas,
para serem comparados com o sucesso reprodutivo natural de J. caroba (tratamento
PNP ou grupo controle descrito no item 3.2). Em geral, nds utilizamos o nimero médio
de sementes por fruto para comparar o sucesso reprodutivo de J. caroba entre os trés
tratamentos: abelhas médias, abelhas pequenas e polinizacdo natural.

Para o tratamento que descreveu a atuacdo das abelhas médias na polinizacao,
nos realizamos um procedimento experimental utilizando espécimes fixados de duas
espécies de abelhas meédias, Bombus morio e Eulema nigrita, descritas como
polinizadoras de J. caroba por Guimardes et al. (2008). Os dois espécimes foram
selecionados da colecdo de abelhas do Departamento de Boténica da UNESP de
Botucatu, e representam espécimes de tamanho médio, amostrados em locais préximos
a regido do estudo. Para o procedimento experimental, cada espécime foi fixado na
ponta de um palito de madeira longo e introduzido sequencialmente no interior de
quatro flores doadoras de poélen, de quatro plantas distintas, tomando-se o cuidado para

que a abelha tocasse o teto da corola aonde se situam as anteras. NOs entdo simulamos a
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visita das duas espécies de abelhas em 100 flores previamente ensacadas de J. caroba,
50 visitas para a espécie de abelha B. morio e 50 visitas para E. nigrita. Posteriormente
contabilizamos o numero de sementes formadas por fruto em cada uma das visitas
simuladas de cada espécie de abelha.

Para avaliar se as abelhas pequenas, que entram no tubo da flor para coletar
polen ou néctar, podem, eventualmente, ser eficientes na transferéncia do pdlen e
formacédo de frutos e sementes, elaboramos um tratamento de exclusdo das abelhas
médias. Para isso utilizamos 14 plantas na populacdo, e em uma inflorescéncia de cada
individuo, colocamos uma caixa confeccionada com tela de arame contendo furos
pequenos o suficiente para permitir a entrada somente de abelhas pequenas, excluindo
assim a visita de abelhas médias. Mantivemos as 14 inflorescéncias expostas a visitacdo
durante todo o periodo reprodutivo e quantificamos o nimero de frutos produzidos e o

numero médio de sementes por fruto.

3.4.2.2. Efeito da polinizacdo com propor¢oes variaveis de pélen da prépria
planta e de outras plantas (PP: POP) sobre o sucesso reprodutivo

Jacaranda caroba é predominantemente xendgama, com apenas 3,85% das
flores formando frutos por autopolinizacdo (Guimardes et al. 2008), possivelmente
devido a mecanismos de autoincompatibilidade de acdo tardia, semelhantes aos
descritos por Bittencourt e Semir (2006) para J. racemosa. Considerando que algumas
especies de polinizadores realizam visitas sucessivas a flores de uma mesma planta o
sucesso reprodutivo desta espécie poderia ser afetado negativamente pela deposicéo de
polen da prépria planta (PP) sobre o corpo das abelhas apos visitas sucessivas a flores
da mesma planta. Por isso, nés testamos experimentalmente o efeito do pdlen da propria

planta sobre a producéo de frutos e sementes.
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Para isso, sorteamos 15 plantas, ensacamos as inflorescéncias e posteriormente
marcamos cinco flores de primeiro dia em cada planta (n= 75 flores/ 5 plantas). Cada
uma das cinco flores de cada planta recebeu tratamento com diferentes proporcdes de
polen. Sendo que a mistura do pdlen de outras plantas (POP) foi proveniente de quatro
plantas doadoras, distantes pelo menos 100 metros das 15 plantas receptoras. Os cinco
tratamentos aplicados em cada planta foram:

Flor 1 - 100% POP (todo o polen foi proveniente de flores de outras plantas)

Flor 2 - 75 % de POP: 25% de PP;

Flor 3 - 50 % de POP: 50% de PP;

Flor 4 - 25 % de POP: 75% de PP

Flor 5 - 100 % PP (todo o polen foi proveniente de flores da propria planta).

3.4.3. Efeito dos pilhadores de pdlen sobre a quantidade total de pdlen
disponivel por flor

Para testar especificamente o efeito das pilhadoras de pdlen sobre a quantidade
total de polen disponivel para a polinizagdo nds realizamos um experimento de exclusao
das abelhas médias, quantificando a remocdo dos grdos de pdlen das anteras das flores
de J. caroba. Para isso utilizamos cinco plantas, e em duas inflorescéncias de cada
individuo, no6s aplicamos dois tratamentos experimentais distintos. No primeiro
tratamento, nos colocamos uma caixa confeccionada com tela de arame contendo furos
pequenos em uma das inflorescéncias, o suficiente para excluir abelhas médias e
permitir a entrada de abelhas pequenas (idem experimento 3.4.2.1.). As flores ficaram
expostas aos pilhadores de polen durante os trés primeiros dias de antese (flores

experimentais). No outro tratamento nos isolamos uma segunda inflorescéncia de cada
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uma das plantas utilizando sacos de fild, impedindo a atuacdo de qualquer visitante
(flores controle).

Ao final do terceiro dia, trés flores de cada tratamento (experimentais e controle)
foram destacadas de cada uma das cinco plantas para a quantificacdo dos graos de pélen

remanescentes nas anteras.

3.4.4. Efeito das marcas de roubo de néctar sobre a polinizacao

Para avaliar o impacto da atuacédo dos ladrbes de néctar sobre a polinizacdo de J.
caroba, nos sorteamos 20 plantas da populacéo e por volta das 7:00 horas marcamos
todos os botdes em pré-antese e flores recém-abertas disponiveis em cada planta. Dentre
os botdes e flores marcadas no campo, nos descrevemos dois conjuntos distintos de
flores: (1) flores com marcas de pilhagem de néctar desde o inicio da antese; (2) flores
que ndo tiveram nenhuma marca de pilhagem de néctar ao longo de todo o primeiro dia
de antese (grupo controle). Dessa forma, dentre as flores e botBes marcados, nds
anotamos todos aqueles que ja possuiam marcas de roubo de néctar na base da corola
por volta das 7 horas, de tal modo que esse conjunto de flores teve sinais de roubo de
néctar durante todo o tempo em que ficou exposto a visita dos polinizadores. Do mesmo
modo, ao final do dia n6s quantificamos todas as flores marcadas que ainda estavam
intactas (sem danos), ou seja, que ndo haviam sido visitadas pelos ladrbes de néctar ao
longo de todo o dia. Ao final do primeiro dia de antese coletamos os dois conjuntos de
flores e comparamos a quantidade de pdlen depositada nos estigmas de flores com e

sem marcas de roubo.
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3.5. Analise dos dados

3.5.1. Contribuicéo relativa da limitacdo de recursos maternos e da limitacao
de pdlen para o sucesso reprodutivo

Para testar se existiu diferenca no sucesso reprodutivo das plantas totalmente
polinizadas (PTP) e plantas naturalmente polinizadas (PNP) nds utilizamos uma analise
de covariancia (ANCOVA), utilizando como covariavel o nimero total de flores
produzidas por planta para controlar a variacdo natural do numero de inflorescéncias e
de flores entre plantas. Dessa forma, as plantas totalmente polinizadas (PTP) descrevem
0 potencial reprodutivo de J. caroba, enquanto a diferenca entre os descritores do
sucesso reprodutivo destas plantas totalmente polinizadas (PTP) e das plantas
naturalmente polinizadas (PNP) (controle), € um indicativo da limitacdo de polen. Nesse
experimento, o sucesso reprodutivo de J. caroba foi descrito por quatro variaveis
dependentes distintas, que foram analisadas separadamente, sendo elas: (1) nimero total
de frutos formados por planta, (2) razdo fruto: flor, (3) nimero total de sementes
produzidas por planta e (4) nimero médio de sementes por fruto. Para todas as analises
de covariancia nds consideramos o efeito dos tratamentos de polinizacdo (PTP e PNP),
da covariavel (nimero de flores) e da interacdo entre os dois fatores. Nessas analises
aplicamos modelos lineares generalizados, nos quais as distribuicdes probabilisticas
utilizadas foram: (i) Binomial para a variavel razdo fruto: flor e (ii) Binomial Negativa
para todas as demais variaveis (do tipo contagem) com base na dispersdo dos residuos

inspecionados apos cada analise (Crawley 2007).
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3.5.2. Teste do efeito da limitacdo de recursos maternos sobre a producéo de
flores e aborto de frutos

Para comparar a producdo de flores por planta, flores por inflorescéncia e
proporcdo de frutos abortados entre os tratamentos: plantas totalmente polinizadas
(PTP) e plantas naturalmente polinizadas (PNP), nos utilizamos o teste t. Os
pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias foram verificados
graficamente antes e depois das andlises, respectivamente, e nenhuma transformacéo foi

aplicada aos dados originais.

3.5.3. Teste do efeito da limitacédo de recursos maternos no periodo reprodutivo
subsequente

Para comparar a producdo de frutos por planta entre os tratamentos das plantas
expostas a polinizacdo natural em 2015 e totalmente polinizadas em 2014 (PTP-
2014/PNP-2015) e das plantas naturalmente polinizadas em 2015 e naturalmente
polinizadas em 2014 (PNP-2015), e entre os tratamentos das plantas naturalmente
polinizadas em 2014 (PNP) e das e naturalmente polinizadas em 2015 (PNP-2015)
efetuamos analises de variancia (ANOVA) separadamente. Para realizar essa analise
utilizamos um modelo linear generalizado e uma distribuicdo de erro do tipo binomial
negativa. Para compararmos a frutificacdo das plantas expostas a poliniza¢do natural em
2014 e 2015, utilizamos as mesmas plantas nos dois anos (tratamentos PNP e PNP-
2015). Assim, para aplicar esses testes nos incluimos planta como variavel aleatoria e,

portanto, utilizamos um modelo generalizado misto.
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3.5.4. Teste da eficiéncia das visitas de abelhas médias e pequenas no sucesso
reprodutivo

A eficiéncia na formacdo de sementes de abelhas médias, pequenas e a que
ocorre em condig¢des naturais, foi comparada por ANOVA. Para isso, utilizamos um
modelo linear generalizado e uma distribuicdo de erro do tipo binomial negativa.
Posteriormente realizamos um teste de Tukey para testar a diferenca entre as médias da

producdo de sementes de cada grupo.

3.5.5. Teste do efeito da polinizacdo com proporcdes variaveis de pdlen da
propria planta e de outras plantas (PP: POP) sobre o sucesso reprodutivo

Para avaliar o efeito da qualidade do polen sobre a formacdo de frutos e
sementes em J. caroba utilizamos um modelo generalizado misto. Neste modelo nés
utilizamos como fator fixo a qualidade do poélen (5 tratamentos), e dado que maultiplas
flores foram manipuladas em cada planta, a variavel aleatéria planta também foi
adicionada nas analises. O sucesso reprodutivo feminino nesse experimento foi descrito
pela formacdo ou ndo de frutos (variavel binaria 0 ou 1) e pelo nimero de sementes
formadas por fruto (variavel do tipo contagem). Nessas analises aplicamos modelos
lineares generalizados mistos, nos quais as distribuicGes probabilisticas utilizadas
foram: (i) Binomial para a variavel binaria O ou 1, e (ii) Poisson para o nimero de

sementes formadas por fruto.

3.5.6. Teste do efeito dos pilhadores de polen sobre a quantidade total de pdlen
disponivel por flor
O efeito dos pilhadores de polen sobre a quantidade total de polen disponivel por

flor foi avaliado por meio de um teste t-pareado comparando flores totalmente isoladas
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(flores controle) e flores visitadas somente pelos pilhadores de polen em uma mesma

planta, considerando as maltiplas réplicas (conjunto de plantas).

3.5.7. Teste do efeito das marcas de roubo de néctar sobre a polinizacéo

A quantidade de pélen no estigma de flores com marcas de roubo de néctar e
flores sem marcas foi comparada por ANOVA utilizando um modelo generalizado
misto, no qual a distribui¢do probabilistica utilizada foi a binomial negativa e a variavel

aleatdria considerada a planta.

4. Resultados

4.1. Contribuicao relativa da limitacdo de recursos maternos e da limitacédo de
polen para o sucesso reprodutivo de J. caroba

Todos os descritores de sucesso reprodutivo avaliados em J. caroba: ndmero
total de frutos produzidos por planta, razdo fruto: flor, nimero total de sementes por
planta e nUmero médio de sementes por fruto, diferiram significativamente entre os
tratamentos das plantas totalmente polinizadas (PTP) e das plantas naturalmente
polinizadas (PNP), sendo que os valores medios dos descritores do sucesso reprodutivo
das plantas totalmente polinizadas (PTP) foram sempre superiores (Tabela 1).

A analise de covariancia revelou que, em média, plantas que emitiram mais
flores e foram totalmente polinizadas (PTP) produziram maior quantidade de frutos
quando comparadas as plantas que ficaram expostas a visitagcdo natural (PNP) (Fas =
11.8, p <0.0001) (Figura 1A). Entretanto, plantas do tratamento PTP produziram 14.0%
dos frutos que poderiam produzir caso a quantidade de recursos maternos permitisse

que todas as flores se desenvolvessem em frutos. Ja as plantas do tratamento PNP
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produziram apenas 1.7 % de frutos, sendo entdo afetadas em 12.3 % pela limitacdo de
polen (Tabela 2).

Quando observamos a porcentagem fruto: flor, verificamos que plantas que
produziram mais flores e foram totalmente polinizadas (Figura 1B), tiveram menor
proporgéo de frutos formados em relacdo ao total de flores produzidas (Fgss = 153.8, p
< 0.0001). Por fim, plantas totalmente polinizadas (PTP) produziram maior niumero de
sementes por planta (Fs5 = 8.1, p = 0.0003) e por fruto (Fpz5 = 4.9, p = 0.01) (Figura

1C-D).

Tabela 1. Descritores de sucesso reprodutivo de Jacaranda caroba em vegetacdo de
cerrado, Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara, SP, Brasil.

Descritores de sucesso Tratamentos (média + desvio padréo)
reprodutivo PTP* PNP**
N° de frutos/planta 20.9+15.5 57+7.3
Porcentagem de frutos/flores 20.2+13.8 18+24
N° de sementes/planta 1455.6 + 1371.9 227.2 £263.5
N° médio de sementes/fruto 67.5+19.4 46.6 + 20.5

*PTP (plantas totalmente polinizadas); **PNP (plantas naturalmente polinizadas).

Tabela 2. Contribuicdo relativa da limitacdo de recursos maternos (LRM) e da
limitacdo de pélen (LP) para o sucesso reprodutivo de Jacaranda caroba em vegetagdo
de cerrado, Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara, SP, Brasil.

Tratamentos NC°total de  N°total de  Frutos/flores LRM (%) LP (%)
flores/planta  frutos/planta (%)

Polinizagéo 149.1 20.9 14.0 86.0 -

Manual

Polinizagéo 330.8 5.7 1.7 - 12.3

Natural
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Figura 1. Descritores do sucesso reprodutivo de Jacaranda caroba. (A) Produgdo de frutos e
contraste entre limitacdo de pdlen (LP) e limitacdo por recurso da planta-mde (LRM); linha
tracejada: modelo esperado caso todas as flores formassem frutos. (B) Razédo fruto: flor. (C)
Numero total de sementes produzidas por planta. (D) NUimero médio de sementes produzidas
por fruto. Circulos vazios: plantas totalmente polinizadas; circulos preenchidos: plantas
naturalmente polinizadas; Covariavel = nimero de flores; NS = ndo significativo (p > 0.05).

4.2. Evidéncias da limitacdo de recursos maternos

4.2.1. Producéo de flores e aborto de frutos

As plantas do tratamento PTP produziram, em média, menor quantidade de

flores por planta (t = 2.72, p = 0.009) e de flores por inflorescéncia (t = 3.16, p = 0.003),
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assim como maior proporcao de frutos abortados (t = -3.67, p = 0.001) do que as plantas

do tratamento PNP (Tabela 3).

Tabela 3. Descritores da limitacdo de recursos maternos em de Jacaranda caroba em
plantas totalmente polinizadas (PTP) e em plantas naturalmente polinizadas (PNP), em
vegetacdo de cerrado, Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara, SP, Brasil.

Descritores de limitacéo de recursos Tratamentos (média + desvio padrao)
maternos PTP PNP
NC° total de flores/ planta 149.1 £ 177.7 330.8 £239.1
N° de flores/ inflorescéncia 60.8 + 36.0 107.5+£555
Proporcdo de frutos abortados 05+0.3 0.17 %0.3

4.2.2. Producao de frutos no periodo reprodutivo subsequente

Quando avaliados em dois periodos reprodutivos consecutivos, 0 Sucesso
reprodutivo das plantas expostas a visitacdo natural em 2015 e que haviam sido
totalmente polinizadas em 2014 (PTP-2014/ PNP-2015) foi reduzido. As plantas que
haviam sido totalmente polinizadas em 2014 (PTP) produziram menor quantidade de
frutos em 2015 (PTP-2014/ PNP-2015) do que as plantas polinizadas naturalmente nos
dois periodos reprodutivos consecutivos (PNP-2014/2015) (Z = -2.34, p = 0.02).
Enquanto os tratamentos PNP (2014) e PNP-2015 tiveram em média a mesma producéo

de frutos nas duas estacdes reprodutivas (Z = 0.27, p = 0.25) (Figura 2).
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Figura 2. Frutificacdo de Jacaranda caroba em dois periodos reprodutivos consecutivos (2014
e 2015). ‘Boxplot’ branco = plantas totalmente polinizadas (PTP) em 2014. ‘Boxplot’ cinza
escuro = plantas naturalmente polinizadas em 2014 (PNP) e em 2015 (PNP-2015). ‘Boxplot’
cinza claro = plantas totalmente polinizadas em 2014 e polinizadas naturalmente em 2015 (PTP-
2014/PNP-2015). Linha tracejada = queda na frutificacdo no periodo reprodutivo seguinte, ap6s
alta producéo de frutos no ano anterior. Os tratamentos acompanhados por letras distintas sdo
significativamente diferentes (p <0.05).

4.3. Evidéncias da limitacdo de pdlen — InteracGes com abelhas mutualistas e
antagonistas

4.3.1. Frequéncia e comportamento dos visitantes florais

As flores de J. caroba foram visitadas por abelhas de tamanho médio e pequeno
pertencentes a diferentes grupos funcionais. Abelhas médias, que adentravam o tubo da
flor, foram os visitantes menos frequentes, com pico de visitas entre oito e nove horas

da manhé (Figura 3A).
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Abelhas médias da espécie Bombus morio, ao acessarem internamente o tubo da
corola, com a cabeca voltada para camera nectarifera, (Figura 4A-B) contatavam as
estruturas reprodutivas da flor devido as dimensdes corporais compativeis com o
diametro e comprimento do tubo floral, possibilitando o contato com anteras e estigmas
e assim podendo atuar como polinizadores. Em média, essas abelhas visitavam uma
sequéncia de duas flores em um mesmo individuo, podendo variar de uma a quatro
flores, e cada visita durava cerca de quatro segundos (Tabela 4).

Abelhas pequenas, do género Plebeia, coletavam polen acessando diretamente as
anteras, normalmente sem contatar a superficie receptiva do estigma. Entretanto,
ocasionalmente, podia haver contato com o estigma durante as manobras para a retirada
do polen das anteras. Essas abelhas visitavam em média uma flor recém-aberta por
individuo, e permaneciam por aproximadamente 20 segundos dentro do tubo da flor
(Tabela 4). Também observamos abelhas do género Trigona (Figura 4C) coletando
polen das anteras de J. caroba com comportamento semelhante ao das abelhas do
género Plebeia. Entretanto, as visitas das abelhas Trigona também ocorriam em botdes
ainda em desenvolvimento, nos quais elas recortavam pequenas porcfes da corola na
altura das anteras criando orificios de aproximadamente 5 mm de diametro. Estas
abelhas pousavam externamente sobre o tubo floral e acessavam as anteras atraves dos
orificios, retirando o pdlen e armazenando-o em suas corbiculas (Figura 4D),
caracterizando roubo de recurso, pelo fato de causarem danos a estrutura da flor. As
abelhas Trigona visitavam em média uma flor por planta por cerca de 40 segundos
(Tabela 4). De modo geral, as abelhas pequenas coletoras de pdlen apresentaram pico de
visitas entre nove e 11:00 horas da manhé (Figura 3B).

Abelhas pequenas dos géneros Ceratina e Epicharis também acessavam

internamente o tubo da flor, aparentemente para coleta de néctar. Essas abelhas
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apresentaram maior frequéncia de visitas quando comparadas aos outros grupos
funcionais (Figura 3C). As abelhas do género Ceratina foram mais frequentes e
visitavam em média trés flores por individuo por aproximadamente 12 segundos. Ja as
abelhas do género Epicharis foram bem menos frequentes e visitavam em média uma
flor por individuo por cerca de seis segundos (Tabela 4). As abelhas de ambos os
géneros entravam geralmente pela lateral da corola e caminhavam até o fundo do tubo
floral. No entanto, devido a esse comportamento e por apresentarem dimensdes do
corpo menores que as do tubo, essas abelhas normalmente ndo tocavam as estruturas
reprodutivas da flor (Figura 4E).

Além das abelhas que entravam no tubo da flor, também registramos duas
espécies que coletavam o recurso floral acessando externamente a corola. O pico de
visitas dessas abelhas ocorreu entre 10:00 e 11:00 horas da manhd (Figura 3D). Oxaea
flavescens roubava néctar por meio de uma fenda feita rapidamente na base da corola
(Figura 4F). Essas abelhas apresentavam comportamento agressivo, defendiam o
recurso floral de outros individuos e de outras espécies de abelhas, e visitavam em
média cerca de quatro flores na planta por aproximadamente trés segundos (Tabela 4).
Abelhas do género Trigona também foram registradas roubando néctar (Figura 4G).
Essas abelhas cortavam ativamente as bases do calice e a corola para coleta de recurso e

visitavam em média trés flores no mesmo individuo (Tabela 4).
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Figura 3. Numero de visitas registradas em intervalos de uma hora as flores de Jacaranda
caroba ao longo do periodo diurno, em vegetacdo de cerrado, Estacdo Ecoldgica de Santa
Barbara, SP, Brasil. As linhas continuas representam os modelos aditivos generalizados
descrevendo a variagdo na visitacdo das abelhas ao longo do dia. (A) Abelhas médias que
entram no tubo da flor para coleta de néctar. (B) Abelhas pequenas que coletam pdlen. (C)
Abelhas pequenas que pilham néctar entrando no tubo da flor. (D) Abelhas que roubam néctar
por meio de dano feito na base da corola.
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Figura 4. Visitantes florais de Jacaranda caroba em vegetacdo de cerrado, Estacdo Ecoldgica
de Santa Bérbara, SP, Brasil. (A) Bombus morio chegando a flor. Escala = 10mm. (B) Bombus
morio entrando no tubo floral para coleta de néctar. Escala = 10mm. (C) Abelhas do género
Trigona pilhando poélen. Escala = 5mm. (D) Abelha do género Trigona perfurando a corola de
um botdo ainda em desenvolvimento para roubo de pélen. (seta = pélen armazenado nas
corbiculas). Escala = 4mm. (E) Abelha do género Ceratina saindo lateralmente do tubo da
corola apds coleta de néctar. Escala = 5mm. (F) Oxaea flavescens roubando néctar por meio de
uma fenda feita na base da corola. Escala = 5mm. (G) Abelha do género Trigona fazendo
recortes na base da corola para roubo de néctar. Escala = 3mm.
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Tabela 4: Comportamento dos visitantes florais de Jacaranda caroba em vegetacdo de cerrado, Estacdo Ecoldgica de Santa

Barbara, SP, Brasil. (Q = Quartis).

NUmero de visitas

dentro da mesma planta

Tempo da visita por flor

Contato com as

estruturas reprodutivas

Visitantes florais (segundos)
Mediana  1Q 3Q Mediana 1Q 3Q Anteras Estigma
(Min, Max) (Min, Max)

Bombus morio 5 2 (1, 4) 2 3 42,7 4 4 Sim Sim
Trigona spL. 8 1(1,5) 1 25 38(2,390) 6 51 Sim Eventual
Plebeia sp. 10 144 1 1 21(4,129) 9 315 Sim Eventual
Ceratina sp. 43 3(1,10) 15 4 115(1,149) 5 237  Evenual  Eventual
Epicharis sp. 5 1(1,3) 1 1 6 (3, 20) 35 75 Eventual Eventual

Oxaea flavescens 25 4(1,8) 2 4 3 (1, 10) 2 4 Ndo Ndo

Trigona sp2. 7 3(2,3) 2 3 - ) ) Né&o Né&o
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4.3.2. Eficiéncia dos visitantes florais na polinizacéo

4.3.2.1. Sucesso reprodutivo apos visitas de abelhas médias e pequenas

A simulacdo das visitas com os espécimes de abelhas médias (Bombus morio e
Eulaema nigrita) mostrou que o numero médio de sementes formadas por fruto, apds
uma Unica visita foi semelhante ao encontrado em condic¢des naturais (Z = - 0.5, p =
0.87). Ja a contribuicdo das abelhas pequenas para a formacdo de sementes por fruto
foi significativamente menor que a das abelhas médias (Z = - 4.9, p = 10°) e do que

ocorre em condices naturais quando todos visitantes estdo atuando (Z = 5.1, p = 10°)

(Figura 5).
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Figura 5: Numero médio de sementes formadas por fruto no tratamento simulando a visita de
abelhas médias, no tratamento em que apenas abelhas pequenas acessaram as flores (exclusdo
das abelhas médias), e no tratamento em que as flores estiveram expostas a visitacdo natural.
Os tratamentos acompanhados por letras distintas sdo significativamente diferentes (p <0.05).



4.3.2.2. Efeito da polinizacdo com proporcdes variaveis de pdlen da propria

planta e de outras plantas (PP: POP) sobre o sucesso reprodutivo

Verificamos que quanto maior a porcentagem de PP recebida pelas flores,
menor a probabilidade de formacdo de frutos (Fu.; = 9.8, p = 0.001). Flores
polinizadas apenas com polen proveniente de outros individuos (POP) tiveram
aproximadamente 80% de chance de formar frutos, enquanto flores que receberam
apenas PP tiveram probabilidade de formacéo de fruto proxima de 0% (Figura 6A). O
aumento da quantidade de PP também teve um efeito negativo sobre o nimero de

sementes formadas por fruto (F.3=7.9, p = 0.006) (Figura 6B).
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Figura 6. Efeito de diferentes proporcdes do pdlen da propria planta (PP) em dois descritores
do sucesso reprodutivo de J. caroba. (A) Probabilidade de formacéo de fruto com diferentes
proporcdes de polen da mesma planta (PP) e de polen de outras plantas (POP). (B) Numero
médio de sementes formadas por frutos com diferentes propor¢des de polen da mesma planta
(PP) e de pdlen de outras plantas (POP).
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4.3.3. Efeito dos pilhadores de polen sobre a quantidade total de podlen
disponivel por flor

Detectamos reducdo na quantidade de grdos de polen nas anteras de flores
expostas a visitagdo dos pilhadores, quando comparadas com flores isoladas dos
visitantes florais (t,, = 7.3, p = 0.002). Uma flor de J. caroba (4 anteras) produziu
em média 28850.0 + 7216.5 grdos de polen, enquanto flores expostas aos pilhadores
de polen por 72 horas tiveram, em média, 13160.0 £ 6626.3 grdos de polen restantes
nas anteras. Assim, em média, os pilhadores de pdlen retiraram cerca de 54 % do

polen produzido pelas flores.

3.4.4. Efeito das marcas de roubo de néctar sobre a polinizagéo

Em média, em Jacaranda caroba, 6.8 + 2.2 flores entram em antese por dia.
Das 133 flores analisadas, apenas 9.7% tiveram marcas de roubo de néctar desde o
primeiro horario avaliado, entre sete e oito horas da manha. Entretanto, ao final do dia,
entre 17:00 e 18:00 horas, 57.9% das flores continham marcas de danos causadas pelo
roubo de néctar.

Nos ndo detectamos diferenca significativa quando comparamos a quantidade
de grdos de pdlen depositados sobre os estigmas de flores com marcas de roubo de
néctar e sem marcas de roubo de néctar (Z = -1.57, p = 0.12) (Figura 7). No entanto,
quando avaliamos separadamente as flores, nenhuma das flores que continham marcas
de roubo de néctar desde o inicio da manhd, apresentou grandes quantidades de graos

de polen depositados sobre a superficie do estigma (acima de 100 graos de pdlen).
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Figura 7. NUmero de grdos de polen depositados no estigma em flores com e sem
marcas de roubo de néctar durante o primeiro dia de antese.

5. Discusséo

Neste trabalho nds quantificamos a contribuicdo relativa da limitacdo de
recursos maternos e da limitacdo de pdlen sobre o sucesso reprodutivo da espécie
Jacaranda caroba. Verificamos que a limitacdo de pdlen foi determinante para o
baixo sucesso reprodutivo de J. caroba, dado que as plantas estudadas ndo atingem o
potencial conferido pelos recursos maternos disponiveis. Essa distin¢do sé foi possivel
porque, experimentalmente, n6s polinizamos todas as flores produzidas ao longo de
todo o periodo reprodutivo em um grupo de plantas, de modo a testar o limite dessas
plantas para producdo de frutos e sementes em uma dada estagdo reprodutiva. Plantas
que foram totalmente polinizadas tiveram aumento na proporc¢éo de frutos abortados e
diminuicdo no numero médio de flores produzidas por planta e por inflorescéncia ao
longo do periodo reprodutivo, evidenciando a limitacdo de recursos disponiveis para a

reproducdo quando eliminamos experimentalmente a limitacdo de polen. Foi possivel
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ainda detectar os efeitos da polinizacdo experimental massiva na estacdo reprodutiva
seguinte, pois as plantas totalmente polinizadas na primeira estacdo reprodutiva quase
ndo produziram frutos na estacdo reprodutiva subsequente, sugerindo que essas
plantas experimentais exauriram suas reservas energéticas quando foram forcadas a
sua capacidade reprodutiva maxima. A limitacdo de pdlen foi expressiva quando
comparada com outras espécies de angiospermas (Burd 1994). Neste contexto, a baixa
frequéncia de polinizadores foi o principal responsavel pela limitacdo quantitativa de
polen, embora aspectos como a limitacdo qualitativa do pdlen devido a potencial
transferéncia de pdlen geneticamente autoincompativel (da mesma planta ou de
plantas aparentadas) e o efeito dos antagonistas ndo possam ser totalmente descartados

nesse sistema.

5.1. Contribuicéo relativa da limitacédo de recursos maternos e da limitacéo de
polen para o sucesso reprodutivo

Para compreender os fatores envolvidos no sucesso reprodutivo das plantas,
primeiramente deve-se testar se a producao de sementes é determinada pela limitacédo
de recursos maternos ou pela limitacdo de pdlen (Dafni 1992). Embora ambas as
limitacBes ja tenham sido estudadas conjuntamente em outras espécies de plantas,
como, por exemplo, em Lophocereus schottii (Holland et al. 2004), neste trabalho
quantificamos pela primeira vez a contribuicdo relativa de ambas. Ha um limite para a
producdo de frutos que € determinado pelos recursos maternos (Stephenson 1981) e
também por variagdes na eficiéncia dos polinizadores na transferéncia do polen até o
estigma (Wilson e Thomson 1991). Sob condic¢Bes experimentais, verificamos que a
producdo de frutos em J. caroba pode ser limitada em até 86% pelos recursos

maternos, considerando que em média, das 149,1 flores produzidas nas plantas
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totalmente polinizadas (PTP) apenas 20,9 flores formaram frutos. Dessa forma, as
plantas dessa especie tém capacidade de formar frutos em apenas cerca de 14% das
flores produzidas, sendo que o restante das flores poderiam desempenhar diversas
outras funcbes relacionadas a reproducdo sexuada (Sutherland 1987; Willson e
Schemske, 1980; Holland et al. 2004). Por exemplo, uma maior producédo de flores
pode proporcionar mais oportunidades de visitas e dessa maneira, desempenhar
importante funcdo na atracdo de polinizadores (Willson e Rathcke 1974; Ayre e
Whelan 1989), contribuindo para o sucesso reprodutivo das plantas, além de
incrementar a dispersdo de pélen (Ayre e Whelan 1989) e favorecer a funcgédo
masculina da flor. Além disso, uma baixa producdo de frutos pode ser uma estratégia
evolutiva relacionada ao escape de predadores de sementes (Ayre e Whelan 1989).
Apesar da baixa producdo de frutos em relacdo a de flores ser devida
parcialmente a limitacdo de recursos maternos, em condicdes naturais a producéo de
frutos em J. caroba foi de apenas 1.7%, ou seja, quase 90% menor do que a permitida
pelos recursos maternos disponiveis (14%). Quando o numero de flores polinizadas
naturalmente é menor do que a quantidade de frutos que poderiam ser desenvolvidos
considerando os recursos da planta-mée (Holland et al. 2004), ou quando 0 sucesso
reprodutivo de plantas polinizadas naturalmente € menor que o atingido em
cruzamentos controlados (Ashman et al. 2004), € sinal de que a reproducdo sexuada
da planta esta sendo afetada pela limitacdo de polen. Assim, em J. caroba ha uma
limitacdo de pdlen na populacdo que impede que as plantas alcancem sua capacidade
méaxima de producdo de frutos. Alem da producdo de frutos por planta, a menor
porcentagem fruto: flor e a menor quantidade de sementes por planta e por fruto nas

plantas polinizadas naturalmente também evidenciam limitagdo de pdlen no sistema.
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5.2. Evidéncias da limitacao de recursos maternos

A menor quantidade de flores produzidas ao longo do florescimento nas
plantas de J. caroba totalmente polinizadas (PTP), quando comparada a das plantas
naturalmente polinizadas (PNP), é uma forte evidéncia da limitacdo de recursos
maternos para a reproducdo, sugerindo que frutos e flores competem pelos mesmos
recursos maternos, especialmente fotoassimilados, como descrito por Lloyd (1980).
De fato, quando flores estdo continuamente sendo polinizadas e frutos jovens se
desenvolvendo, pode ocorrer a inibi¢do na producdo de botdes e, consequentemente,
novas flores deixam de ser produzidas devido a escassez de recursos maternos (ver
referéncias em Stephenson 1981).

A maior proporcdo de frutos abortados no grupo das plantas totalmente
polinizadas (PTP) também evidencia limitacdo de recursos maternos em J. caroba. O
aborto de frutos pode estar relacionado a fatores externos as plantas (Harper et al.
1970) e ser decorrente da falta de agua e nutrientes (Larcher 2006), condicdes
climaticas, herbivoria (Stephenson, 1980), doencas e predacdo de sementes (Boucher
and Sork 1979). No entanto, em varias espécies vegetais o aborto de frutos nédo
danificados ocorre como resposta a limitacdo de recursos da planta-mée (Stephenson
1980; Stephenson 1981; Sutherland, 1987; Burd 1998), que parece corresponder ao
observado em J. caroba, se considerarmos a alta proporcéo de frutos, aparentemente
integros, que foram abortados nas plantas totalmente polinizadas (PTP).

Além disso, verificamos que os individuos de J. caroba que produziram
grande quantidade de frutos em um dado periodo reprodutivo, produziram bem menos
no seguinte. Um alto esforgo reprodutivo com subsequente impacto negativo na
floracdo seguinte também foi verificado por Janzen et al. (1980) e Primack e Stacy

(1998). Os recursos necessarios para a floracdo e producdo de frutos séo provenientes
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da fotossintese, da incorporacdo de minerais e da mobilizacdo de reservas (Larcher
2006). A quantidade de nutrientes disponiveis, por exemplo, pode ser insuficiente para
garantir a formacdo de todos os frutos iniciados a partir da polinizacdo (Ayre e
Whelan 1989; Mattila e Kuitunen, 2000). Considerando o solo oligotréfico
caracteristico de vegetacdo de cerrado (Gottsberger e Silberbauer-Gottsberger 2006) e
que J. caroba ndo possui O0rgdos subterraneos de reserva tipicos, possivelmente 0s
recursos energéticos disponiveis para a reproducao ndo sdo armazenados em grandes
quantidades, necessitando serem adquiridos a cada ciclo reprodutivo. Além disso, J.
caroba é uma espécie decidua, com rebrota e presenca de folhas adultas praticamente
simultaneas a fase de florescimento e frutificacdo (Guimaraes 2008). Provavelmente,
uma reserva € necessaria para o inicio do florescimento, ja que nessa fase J. caroba
encontra-se é&fila, semelhante ao observado por Stephenson (1980) para Catalpa
speciosa (Bignoniaceae). Assim, considerando que 0s recursos maternos utilizados
para a floracdo e producdo de frutos sdo limitados em J. caroba, o alto esforco
reprodutivo exigido devido a polinizacdo de todas as flores em uma estacdo, afetou
negativamente o investimento em estruturas reprodutivas no periodo seguinte,

semelhante ao observado por Primack e Stacy (1998) em uma espécie de Orchidaceae.

5.3. Evidéncias da limitacao de pélen — Interagdes com mutualistas

Se o numero de flores polinizadas é ainda menor do que o maximo de
frutificacdo permitido pelos recursos maternos disponiveis, entdo, 0 sucesso
reprodutivo esta sendo condicionado pela limitacdo de pdlen ( Knight 2005; Ashman
et al. 2004; Aizen e Harder 2007) o que tem sido verificado para cerca de 40-60% das
espécies de angiospermas (Burd 1994,Wolowski et al. 2014; Pellegrino 2015). Essa

limitacdo pode ser qualitativa ou quantitativa, e no segundo caso esta relacionada a
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quantidade de pdlen recebida nos estigmas (Aizen e Harder 2007). Assim, 0 sucesso
reprodutivo das plantas vai depender da frequéncia de visitas dos polinizadores e da
sua eficiéncia em transportar quantidades adequadas de polen para fertilizacdo dos
ovulos (Ashman et al. 2004; Aizen e Harder 2007).

Dentre os visitantes florais de J. caroba, Bombus morio foi a Unica espécie de
abelha registrada visitando legitimamente as flores na populacdo em estudo
(observada também por Guimardes et al. 2008). Segundo Wolowski et al (2014), o
alto grau de especializacdo na polinizacao (uma espécie de polinizador) foi o principal
preditor da limitacdo de pdlen em plantas da Floresta Tropical Atlantica. Nos testes
com visitas simuladas, B. morio se mostrou eficiente na transferéncia de pélen e na
subsequente producdo de sementes apds uma Unica visita. Deste modo, se B. morio
chega as flores carregando polen compativel, ela contribui positivamente para o
sucesso reprodutivo de J. caroba. Entretanto, apesar da alta eficiéncia na transferéncia
de polen conferida pelo polinizador, plantas especialistas podem estar mais
susceptiveis a falhas na reproducao (Wolowski et al. 2014).

Além disso, dentre todos os visitantes que coletavam recursos nas flores de J.
caroba, B. morio foi a espécie com a menor frequéncia de visitas ao longo do dia. No
experimento em que contamos o0 numero de grdos de pélen depositados sobre os
estigmas ao longo do primeiro dia de antese, de todas as flores avaliadas, apenas 7.6
% receberam visitas que poderiam ser efetivas, com deposicdo de grande quantidade
de polen no estigma (mais de 100 grdos de pdlen). Estudos com outra espécie de
Bignoniaceae mostraram a necessidade da chegada de aproximadamente 800 gréos de
polen sobre o estigma da flor para a formacdo de frutos (Stephenson 1980). Assim, as

poucas flores que receberam grandes quantidades de grdos de polen no estigma
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poderiam representar as raras visitas dos polinizadores e, de fato, este dado esta de
acordo com o padréo de frequéncia de visitas de B. morio.

Sabendo que a limitacdo de polinizadores é um importante componente da
limitacdo quantitativa de polen (Aizen e Harder 2007), a escassez desses visitantes
pode afetar a producéo de frutos (Honglian et al. 2013), bem como a quantidade de
polen recebido pelas flores e consequentemente o nimero de sementes formadas
(Aizen e Harder 2007). Assim, a baixa frequéncia de visitas dessa espécie deve ter
contribuido em grande parte para a menor quantidade de frutos e de sementes
produzidos por planta de J. caroba em condic¢6es naturais (PNP).

De fato, diversas revisdes sobre suplementacao experimental de pélen indicam
que a polinizacdo natural normalmente ndo atinge o potencial reprodutivo das espécies
vegetais, ocorrendo limitacdo quantitativa de polen (Burd, 1994; Larson e Barret,
2000; Ashman et al., 2004; Knight et al., 2005). Entretanto, Aizen e Harder (2007)
questionam se a suplementacdo experimental de polen ndo superestima a severidade
da limitacdo quantitativa quando a espécie também esta sujeita a limitacdo qualitativa
(espécie autoincompativel, por ex.), ja que normalmente pélen de qualidade superior €
depositado nos estigmas durante estes experimentos, quando comparado ao polen
depositado na polinizacdo natural. Nos verificamos experimentalmente que, de fato,
ocorre limitacdo quantitativa de po6len em J. caroba, ja que s6 7,6% das flores de
primeiro dia receberam visitas efetivas (mais de 100 grdos de p6len por estigma). Essa
porcentagem, de fato, € muito maior do que a frutificacdo natural (1,7%). Assim,
consideramos que, embutida na limitagdo quantitativa, encontra-se uma limitacao
qualitativa, que parece ser ainda mais severa em J. caroba.

Segundo Ashman et al. (2004), a qualidade pode ser reduzida se pdlen

compativel ndo for transferido as flores durante as visitas. A relagdo mais proeminente
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da historia da vida de uma espécie é entre a autoincompatibilidade e a limitagcdo de
polen (Wolowski et al. 2014). Em espécies autoincompativeis a escassez de pdlen
geneticamente compativel na populacdo pode afetar de maneira determinante e
negativa o desempenho reprodutivo dessas plantas (Willmer 2011), j& em espécies
autocompativeis a frutificacdo é menos afetada (Morales e Galetto 2003). As abelhas
polinizadoras de J. caroba, foram registradas visitando diversas flores em sequéncia
em uma mesma planta. Esse comportamento dos polinizadores é esperado, ja que a
energia final obtida apds o forrageamento deve ser maior que 0 tempo e a energia
gastos durante a atividade de busca, segundo a teoria do forrageamento Otimo
(MacArthur e Pianka 1966). Assim, é vantajoso para o polinizador visitar uma maior
quantidade de flores em um mesmo individuo. No entanto, para a planta esse
comportamento dos visitantes legitimos pode ter consequéncias negativas.
Considerando que o padrdo de visitas dos polinizadores determina a dispersdo do
polen na populacdo (Ohashi e Thomson 2009), espera-se que polinizadores que
visitam sequencialmente diferentes flores em uma mesma planta adquiram novas
camadas de polen sobre a regido toracica, e que esse polen, proveniente de flores do
mesmo individuo, tenha maior probabilidade de chegar ao estigma da préxima flor.
Dessa forma, em espécies predominantemente xenégamas, como J. caroba
(Guimaraes et. al. 2008), o comportamento do polinizador pode afetar negativamente
0 sucesso reprodutivo da espécie vegetal por meio da transferéncia de pélen nédo
compativel entre flores de uma mesma planta.

Nossos resultados experimentais indicam que, de fato, hd um efeito negativo
do aumento da proporcédo de polen da propria planta sobre o sucesso reprodutivo de J.
caroba, em oposi¢cdo ao efeito do aumento da proporcdo de polen proveniente de

outras plantas, evidenciando a importancia da polinizagdo cruzada nessa espécie.
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Trabalhos realizados com espécies de Jacaranda mostram um efeito negativo da
autopolinizacao sobre o sucesso reprodutivo dessas plantas (Bittencourt e Semir 2006;
Guimardes et al. 2008; Milet-Pinheiro e Schlindwein 2009), entretanto nenhum deles
testou o efeito de diferentes proporc¢des de polen da mesma planta na mistura de pélen
de outras plantas. Normalmente, nos estudos de suplementacdo experimental de pélen
é utilizada uma mistura produzida a partir de um conjunto de plantas doadoras,
gerando um pdlen de qualidade superior, segundo Aizen e Harder (2007) e os
resultados dos descritores do sucesso reprodutivo sdo confrontados com o que ocorre
na natureza. Entretanto, ndo sabemos exatamente o que significa essa limitacdo
qualitativa. Até que ponto a adicdo de pdlen incompativel na mistura que o
polinizador transporta pode ser tolerada? N&s verificamos que com apenas 25% de
polen da propria planta adicionado a mistura, a probabilidade da flor ser convertida
em fruto caiu pela metade, e nos frutos formados observamos redu¢do no niumero de
sementes. Com a adicdo de 50% registramos apenas um fruto formado com nimero de
sementes semelhante ao da polinizacdo cruzada. Ja com 100% de pdlen da propria
planta todos os cruzamentos falharam, exceto em um Unico individuo que era auto
compativel. Assim, nossos resultados indicam que mesmo pequenas quantidades de
polen da prépria planta presentes na mistura do polen oriundo da polinizacéo cruzada
ja podem afetar negativamente o sucesso reprodutivo dessa espécie. Estudos
ampliados para outras espécies zodfilas poderdo indicar, caso estas porcentagens
sejam semelhantes, que visitas sequenciais podem ser um dos principais fatores
relacionados a limitacdo de polen em angiospermas. Neste sentido, as consideracgdes
de Aizen e Harder (2007) poderdo ser corroboradas e a interpretagdo de limitacéo

quantitativa atribuida aos estudos com suplementacédo de polen precisara ser revista.
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Esse efeito, transferéncia do pdlen entre flores de uma mesma planta, pode ser
ainda mais pronunciado em individuos que investem mais no anuncio floral, pois pode
levar a niveis mais elevados de autopolinizagdo (Charlesworth e Charlesworth 1987;
Eckert 2000). Mesmo espécies que ndo apresentam uma floracdo massiva (Gentry
1974), podem estar sujeitas a este tipo de efeito, ja que em J. caroba em média 6 + 2.2
novas flores se abrem por dia, e este efeito pode ser intensificado no pico do
florescimento.

Além disso, mesmo em individuos autocompativeis, que podem estar presentes
nas populacdes de J. caroba, como demonstrado por Guimardes et al. (2008), a
geitonogamia também pode afetar negativamente a producdo de sementes (Eckert
2000). Por outro lado, individuos autoincompativeis podem enfrentar uma
problematica maior relacionada a transferéncia de pélen entre flores de um individuo
(Snow 1982). Assim, podemos sugerir que ao visitar uma sequéncia de flores em uma
dada planta de J. caroba, a eficiéncia de B. morio, que foi observada visitando até
quatro flores em uma mesma planta, va diminuindo da primeira flor visitada até a
ltima. Diante disso, com esse comportamento, B. morio, pode causar oclusdo do
estigma, pela deposicdo de polen ndo compativel, além de coletar recursos sem
realizar transferéncia adequada do pélen, podendo ocasionar prejuizo para a planta, e
nesse caso atuar como antagonista (Willmer 2011).

Além disso, a distribuicdo espacial de J. caroba em manchas pode interferir na
qualidade do polen que e transferido entre visitas a plantas sucessivas, ja que
individuos mais proximos tendem a ser mais aparentados nesta espécie (Guimardes
comunicagdo pessoal) e que os polinizadores tendem a forragear plantas proximas
(Guimaraes et al. 2008) podendo levar prioritariamente a transferéncia de pdlen

geneticamente incompativel, mesmo em se tratando de plantas diferentes. Em
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populacdes geneticamente estruturadas, dependendo do comportamento de visitas do
polinizador, espécies autoincompativeis podem sofrer limitacdo qualitativa devido a
endogamia, como demonstrado por Alves et al (2003) e Brennan et al (2005).
Espécies predominantemente xendgamas, como J. caroba, podem exibir forte
depressdo endogamica quando cruzamentos ocorrem entre plantas proximas ou
vizinhas aparentadas (Dobzhansky, 1970; Husband e Schemske, 1996). Dessa forma,
a producdo de frutos e sementes em J. caroba pode estar sendo afetada tanto pelo
comportamento do polinizador em visitar uma sequéncia de flores na mesma planta,
quanto pelo comportamento de visitar sequencialmente plantas proximas,
potencialmente mais aparentadas, devido a estrutura genética espacial da populacéo.
Além da contribuicdo das abelhas médias para o sucesso reprodutivo de J.
caroba, ndés também avaliamos a eficiéncia de abelhas pequenas como polinizadoras
potenciais de J. caroba. Trabalhos com espécies de Jacaranda mostram que essas
abelhas coletam ativamente pdlen e néctar e que, apesar das dimensdes reduzidas, ao
coletarem o recurso, ocasionalmente, podem tocar a superficie do estigma (Maués et
al. 2008, Milet-Pinheiro e Schlindwein 2009), mas, no entanto, ndo avaliam se de fato
essas abelhas podem realizar polinizagdo. Nesse trabalho, verificamos
experimentalmente que as abelhas pequenas podem contribuir de maneira limitada
para a producdo de frutos e sementes em J. caroba, podendo atuar eventualmente
como mutualistas. Pilhadores que contribuem para a polinizacdo das flores também
foram evidenciados por Valdivia e Gonzalez-Gomez (2006) em Lapageria rosea e por
Duffy e Johnson (2011) em Aloe maculata. Apesar das abelhas pequenas colaborarem
para 0 sucesso reprodutivo de J. caroba, sua eficiéncia foi muito menor do que a das
abelhas médias, ficando a limitacdo de pdlen evidente devido a reduzida quantidade

de sementes produzidas por fruto. Isso pode ser decorrente da menor quantidade de
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polen transferida aos estigmas das flores por essas abelhas quando comparada a
quantidade depositada pelos visitantes legitimos (Valdivia e Gonzéalez-Gémez 2006,
Ballantyne et al. 2015).

Nos avaliamos a eficiéncia das abelhas pequenas, através do experimento de
exclusdo das abelhas grandes, entretanto, sem discriminar se as que adentraram as
caixas eram coletoras de polen ou néctar. Quando comparados os dois grupos de
abelhas pequenas, Ballantyne et al. (2015), verificaram que aquelas que pilham pdélen
estdo mais ativamente em contato com as anteras e assim depositam maior quantidade
de pdlen no estigma do que as que coletam néctar que raramente tocam as anteras.
Dessa forma, a producdo de sementes resultante da polinizacdo por abelhas pequenas
em J. caroba, possivelmente decorre da atuacdo das abelhas coletoras de polen. Por
outro lado, a maior parte da deposicdo dos gréos de pdlen sobre os estigmas deve ser
proveniente da propria flor, ocorrendo prioritariamente durante a manipulacdo das
anteras para a coleta do polen. Assim, apesar das abelhas pequenas que coletam pdlen
poderem atuar como mutualistas, a producdo de frutos e sementes, neste caso,
possivelmente esta sendo afetada tanto pela limitacdo quantitativa, quanto qualitativa
de poélen. Além das coletoras de polen, consideramos que as abelhas pequenas que
pilham néctar também poderiam estar atuando como mutualistas e terem participado
da producdo de frutos registrada no experimento. Dada a alta frequéncia de visitas
destas abelhas, elas também podem favorecer a funcdo masculina da flor por aumentar
a dispersdo do polen e a probabilidade de cruzamentos (Valdivia e Gonzélez-Gomez
2006).

Entretanto, ambas as espécies de abelhas pequenas podem diminuir a
quantidade e qualidade do recurso (polen e néctar) e afetar indiretamente a reproducéo

de J. caroba por alterar o comportamento do polinizador, atuando adicionalmente
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como antagonistas (Maloof 2001, Gonzalez-Gémez e Valdivia 2005, Zhang et al.

2014).

5.4. Evidéncias da limitacao de polen — InteracGes com antagonistas

Nesse trabalho vimos que, ocasionalmente e com baixa eficiéncia, abelhas
pequenas podem atuar como mutualistas e contribuir para a producdo de frutos e
sementes de J. caroba. Embora exista uma clara limitacdo de polen, constatamos que
essas abelhas ndo podem ser enquadradas exclusivamente como mutualistas ou como
antagonistas, conforme discutido por Maloof e Inouye (2000) com base em diversos
casos semelhantes descritos na literatura. De modo geral, abelhas pequenas que
visitam flores de Bignoniaceae obtém recursos florais sem realizar a transferéncia dos
grdos de polen, devido a discrepancia entre suas dimensdes e as das flores, atuando
prioritariamente como pilhadores de pdlen ou de néctar, dos termos em inglés “pollen
and nectar thieves”(sensu Inouye 1980). A pilhagem e o roubo de recursos pode ter
consequéncias sobre o sucesso reprodutivo da planta, seja pela diminuicdo da
atratividade visual ou quimica da flor, seja pela menor quantidade de recurso
oferecida, ou ainda pela diminuicdo da quantidade de polen disponivel para
fecundacdo (Torezan-Silingardi 2012). As visitas das abelhas que coletam pélen nas
flores de J. caroba foram mais frequentes que as dos polinizadores. Entretanto, o pico
de visitas dessas abelhas ocorreu depois do pico de visitagdo dos polinizadores.
Assim, a interferéncia dessas abelhas no comportamento ou na eficiéncia do
polinizador pode ter pouca relevancia para o sucesso reprodutivo de J. caroba.

Em J. caroba, as abelhas que coletam pdlen removem aproximadamente 54%
dos grdos de podlen disponiveis na flor, e isso poderia levar a uma diminuicdo da

quantidade de polen disponivel para ser aderido ao corpo do polinizador durante a
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visita (do Carmo et al. 2004), levando a limitacdo de pdlen na populacdo. No entanto,
em outros sistemas essa pilhagem de polen € muito mais intensa 0 que deixa em
duvida se a pilhagem registrada em J. caroba realmente contribuiria para a limitacéo
de polen. Por exemplo, Hargreaves et al. (2010) mostraram que em condigdes
naturais, os pilhadores de polen podem remover até 97 % dos grdos de pdlen
produzidos nas anteras. Assim, podemaos sugerir que em nosso sistema, a pilhagem de
polen pode ndo ter grandes impactos sobre a disponibilidade de pdlen para a
polinizacdo, pois mesmo havendo a reducdo em mais de 50% dos grdos de pdlen,
ainda restaria nas anteras pélen suficiente para fecundar os 6vulos de uma flor, além
do fato de as abelhas coletoras de pdlen atuarem, prioritariamente, ap6s o pico de
visitas dos polinizadores.

Dentre os visitantes ilegitimos que buscam néctar existem aqueles que roubam
néctar perfurando a base da corola de flores tubulares ou a base do nectéario, causando
danos a flor, sendo caracterizados como ladrdes de néctar (Torezan-Silingardi, 2012),
do termo em inglés “nectar robbers” (sensu Inouye 1980). Quando comparada a
visitacdo dos polinizadores de J. caroba, esses visitantes foram mais frequentes, o
mesmo foi observado por Cuevas e Rosas-Guerrero (2016). O roubo de néctar pode
ter diversos efeitos sobre o sucesso reprodutivo das plantas (Maloof e Inouye, 2000),
podendo ser negativo, por exemplo, quando o dano causado na estrutura da flor
inviabiliza a producdo de frutos (Zang et al. 2007), ou positivos, induzindo ao
aumento de visitas dos polinizadores, aumentando as chances de dispersdo do pdélen
(Maloof 2001) e favorecendo a polinizagéo cruzada (Singh et al. 2014).

Em J. caroba ndo detectamos efeito dos danos causados pelo roubo de néctar
sobre a quantidade de grdos de pdlen depositados sobre o estigma das flores. No

entanto, as flores que apresentavam marcas de roubo de néctar desde o inicio da
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antese nao apresentaram indicios de visitas legitimas (estigma com 100 ou mais gréos
de polen). De fato, estudos referem que os polinizadores podem evitar flores e até
mesmo plantas que foram exploradas por ladrdes de néctar (Maloof e Inouye 2000,
Irwin 2000). Algumas espécies de abelhas parecem ser especializadas no roubo de
recursos, como, por exemplo, Oxaea flavescens, uma abelha altamente especializada
em roubar néctar em flores de Bignoniaceae de cerrado (Gottsberger e Silberbauer-
Gottsberger 2006). De fato, dentre as abelhas que roubavam néctar de J. caroba,
Oxaea flavescens foi o visitante mais frequente e apresentou comportamento agressivo
frente a outros visitantes florais. Com isso, o roubo de néctar poderia de alguma forma
alterar o padrdo de visitacdo dos polinizadores e impactar o sucesso reprodutivo das
plantas. No entanto, o pico de visitacdo dos polinizadores foi anterior ao das abelhas
que roubavam néctar. Assim, novos estudos utilizando abordagem experimental estéo
em andamento para melhor compreendermos o efeito dos ladrdes de néctar sobre a

polinizacao e o sucesso reprodutivo de J. caroba.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho buscou trazer uma abordagem ampla, discutindo os potenciais
fatores que atuam simultaneamente e contribuem para o baixo sucesso reprodutivo
comumente encontrado em espécies hermafroditas.

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que o sucesso reprodutivo de
J. caroba se deve a diversos fatores (Figura 8), tais como:

(1) Limitacdo de recursos maternos: essa limitacdo foi importante em
condicdes experimentais, pois explica grande parte da baixa relacdo entre 0o nimero
total de flores e de frutos produzidos ao final da estacdo reprodutiva. Além disso, a
falta de recursos maternos para a reproducdo foi evidenciada pela menor producéo de
flores e maior proporcdo de frutos abortados em plantas que tiveram um alto esforco
reprodutivo, bem como menor frutificacdo obtida apds alto investimento energético no
periodo reprodutivo anterior. No entanto, o que realmente afetou o0 sucesso
reprodutivo em condi¢6es naturais foi a limitacao de polen.

(2) Limitacdo de poélen: nesse trabalho evidenciamos dois tipos de limitacdo de
polen, quantitativa e a qualitativa. Registramos a baixa frequéncia de visitas dos
polinizadores como principal responsavel pela limitacdo quantitativa de pélen na
populacdo. A auséncia de evidéncias de visitas legitimas nas flores com danos
provenientes da coleta de néctar, sugerem que as abelhas que roubam recursos podem
ter um efeito indireto sobre o comportamento dos visitantes legitimos, no entanto,
novos trabalhos estdo conduzidos para compreender o real impacto dessa interagéo.
Em relacdo a limitacdo qualitativa de pdlen, temos evidéncias indiretas de que o
comportamento do polinizador em visitar uma sequéncia de flores na mesma planta
pode ocasionar uma diminuicdo na producdo de frutos e sementes devido a

transferéncia de polen autoincompativel, ja que esta espécie € predominantemente
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xenogama. Nossos resultados indicam que a remocdo dos grdos de polen pelos
pilhadores é pouco relevante para o sistema avaliado. Vimos também que esses
visitantes, assim como as abelhas pequenas que coletam néctar, podem eventualmente
realizar polinizacdo, embora com eficiéncia inferior ao dos polinizadores, e também
contribuirem para o sucesso reprodutivo das plantas.

A limitacdo de polen encontrada na populacdo de J. caroba se deve as relagdes
ecologicas estabelecidas dentro da comunidade. Os efeitos dessas relacdes sobre o
sucesso reprodutivo de J. caroba sdo varidveis. Assim, o sistema avaliado nesse
trabalho € complexo e mostra que o comportamento de um dado visitante floral
durante a coleta de recursos pode ocasionar diferentes efeitos para a planta, podendo
ser ora positivos, ora negativos. Assim, em condi¢des naturais, o papel de grupo de
visitantes sobre o sucesso reprodutivo ndo é bem definido, sendo determinado pelas
combinacfes destes efeitos. Dessa forma, grupos descritos principalmente como
mutualistas, por exemplo abelhas médias polinizadoras, podem eventualmente atuar
como antagonistas, transferindo poélen incompativel ao visitar flores de uma mesma
planta; assim como grupos que causam algum tipo de prejuizo para a planta, por
exemplo abelhas pequenas pilhadoras e ladras de recursos, podem ocasionalmente

contribuir para o sucesso reprodutivo atuando como mutualistas.
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Figura 8: Caracterizagdo esquematica do sistema avaliado nesse trabalho e os principais fatores associados ao baixo sucesso reprodutivo verificado em J.
caroba. Caixa cinza: fatores que contribuem para o baixo sucesso reprodutivo; Caixa branca: fatores que ndo afetam o sucesso reprodutivo; Linha continua:
efeito direto; Linha tracejada: interferéncias possiveis.



