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RESUMO

CARVALHO, AT. 2012. InteragGes entre Protodiscelis (Colletidae, Neopasiphaeinae) e plantas
aquaticas e a importancia de odores florais na atra¢cdo de polinizadores. 130p Tese de
doutorado. Programa de Pés Graduagdao em Ciéncias Bioldgicas drea de concentracdo Zoologia
da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa.

Abelhas s3ao os principais polinizadores das plantas com flores. Plantas sdo sésseis e a
reproducdo sexuada cruzada somente ocorre através de vetores de pdlen. Sendo assim, flores
zoofilicas provém pistas para o encontro interespecifico, sdo polinizadas e fornecem recursos
florais aos polinizadores. O principal recurso coletado por abelhas — “herbivoros Apiformes” — é
pdlen, o principal alimento larval. Para as plantas, entretanto, existe um balango entre recurso
fornecido e quantidade de graos de pdlen efetivamente transportados para os estigmas. Esse
balango é regido por varidveis, entre elas a atratividade ao polinizador, a sua efetividade na
polinizagao, a quantidade de pdlen exportado e recebido e a quantidade de energia dispensada
no processo reprodutivo. Considerando que flores apresentam atributos especificos para
determinados grupos de polinizadores (sindromes florais), houve uma tendéncia entre os
estudiosos da polinizagdo de avaliar a evolucdo de flores como dirigida a especializagao.
Entretanto, a especializacdo é relativa ao grupo observado e se comporta dentro de um
continuum entre amplamente generalista e altamente especialista. Estudei dois grupos de
abelhas, um que apresenta especializagdo em pdlen e outro generalista em relagdo aos
recursos polinicos, mas ocupando um nicho raro entre abelhas, o habito noturno.

Estudei abelhas especializadas de Protodiscelis (Colletidae, Neopasiphaeinae) e sua interagdo
com flores. Protodiscelis ¢ um grupo de abelhas oligoléticas, ou seja coletam graos de pdlen
para as larvas em flores do mesmo género ou familia. As fémeas coletam graos de pdlen
exclusivamente em flores de Alismataceae, grupo formado por espécies aqudticas comuns a
ambientes |énticos. Foi estudada a polinizacdo de quatro espécies dessa familia procurando
entender a interagdo no ambito espacial, morfofuncional e das pistas florais usadas pelas
abelhas para encontrar as flores das quais dependem. Dividi os resultados obtidos em trés
manuscritos, cada um tratando de um dos temas analisados.

A polinizacdo de Echinodorus palaefolius foi estudada em varios alagados da caatinga.
Adicionalmente, verifiquei as relagdes entre abelhas e flores de cinco outras espécies do
mesmo género (E. subalatus, E. glandulosus, E. paniculatus, E. pubescens e Echinodorus sp.).
Echinodorus palaefolius é autoincompativel e depende de polinizadores para a formacdo de
frutos. Sua fenologia foi regida pelas chuvas e suas flores foram visitadas somente por trés
espécies de abelhas: Protodiscelis alismatis, Apis mellifera e Trigona spinipes.
Surpreendentemente, as flores morfologicamente generalistas dessa espécie de planta, sdo
visitadas por uma espécie oligolética (P. alismatis) e por duas das espécies de abelhas entre as
mais generalistas conhecidas (A. mellifera e T. spnipes). A espécie oligolética, no entanto, foi
responsavel por mais de 80% das visitas as flores. Essa espécie de abelha tem comportamento
e adaptacbes morfoldgicas claras, tais como pelos extremamente plumosos capazes de coletar
os grdos de podlen pequenos de Echinodorus. Foram presentes em 96% dos 41 alagados que
amostrei na caatinga. Abelhas de P. alismatis também foram os principais polinizadores das
outras espécies de Echinodorus coletadas ao longo de mais de 1000 km da distribui¢cdo natural
da caatinga. A relacdo especializada dessa espécie com suas plantas hospedeiras é muito
consistente no ambiente insular na caatinga onde essas plantas aquaticas ocorrem.

A polinizagcdo de Limnocharis flava, L. laforestii e Hydrocleys nymphoides, espécies do clado
neotropical limnocharitaceas da familia Alismataceae em vdrias popula¢des no nordeste e
centro-oeste brasileiro foram estudadas. Os resultados foram comparados com as
caracteristicas da associacdo entre H. martii e Protodiscelis palpalis, estudada anteriormente.

\Y



Analisei os atributos morfoldgicos e o sistema reprodutivo que diferenciam essas espécies. As
trés espécies foram visitadas por Protodiscelis palpalis, mesma espécie oligolética e unico
polinizador efetivo de H. martii. Flores de L. flava foram morfo-funcionalmente semelhantes as
de H. martii. Nessas duas espécies a presenca de estaminddios protegem o pélen e somente P.
palpalis, que apresenta comportamento adaptado para acessar a camara de podlen, polinizou
efetivamente as flores. J4 nas flores de L. laforestii apesar da presenca de estaminddios,
abelhas de outras espécies polinizam as flores. Na populacdo de Serra Negra do Norte, P.
palpalis foi substituida por outra espécie de Protodiscelis ainda nao descrita. Em Limnocharis,
entretanto, ndo ha necessidade de visitas para a formacdao de frutos. As duas espécies
formaram sementes em grande quantidade por autogamia. As flores de H. nymphoides sao
maiores e os estaminddios mais curtos. Essa espécie autoincompativel é polinizada por varias
espécies de abelhas generalistas principalmente sociais de T. spinipes, A. mellifera e Bombus
brevivillus (Apidae). Visto que autogamia é uma das principais varidveis para estabelecimento e
disseminacdo de plantas em invasGes bioldgicas (Lei de Baker), a ocorréncia desse tipo de
polinizagdo talvez possa explicar a condigdo de invasoras (na Asia, Oceania e América do Norte)
das trés espécies estudadas. A relagdo generalista com polinizadores explicaria as invasdes
observadas para H. nymphoides.

Utilizei as técnicas de headspace dinamico e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (GC-MS) para descrever os volateis florais produzidos pelas flores de H. martii e H.
nymphoides. Testei a atratividade dos principais compostos as abelhas de Protodiscelis palpalis
em campo. Odores florais na familia Alismataceae foram descritos pela primeira vez. As flores
de H. martii produziram 22 compostos e H. nymphoides 13. Cada espécie, apesar de varios
compostos em comum, tem seu perfil de odores caracteristico. Benzendides metoxilados
foram os principais componentes dos buqués. p-metilanisol foi dominante em H. martii e 3,4-
dimetoxitolueno em H. nymphoides. Os compostos florais p-metilanisol, 2-metoxi-4-metilfenol,
3,4-dimetoxitolueno, 3,4,5-trimetoxitolueno e salicilato de metila foram testados no campo em
flores artificiais construidas com fita adesiva amarela e azul. Somente p-metilanisol atraiu
significativamente mais abelhas a flores artificias das duas cores comparadas com as de
controle. Flores amarelas atrairam proporcionalmente mais abelhas que azuis. Os nossos
resultados, obtidos pela primeira vez para abelhas oligolétcas neotropicais e em ambiente
natural, mostram que um Unico composto volatil atrai fémeas de P. palpalis demonstrando que
é o canal de comunicacdo mais importante entre P. palpalis e as flores de H. martii e H.
nymphoides. Nossos resultados reforcam que os compostos volateis especificos do buqué de
flores sdo cruciais para a localizacdo de plantas hospedeiras pelas abelhas oligolécticas.

Abelhas de Megalopta (Halictidae, Augochlorini) sdo noturnas e exploram um nicho inacessivel
a outras abelhas. Nessa interacdo estudei os odores como sinal floral fornecido pelas flores.
Odores ha muito sdo conhecidos como atrativo de polinizadores, entretanto, pouco se sabe em
relacdo a identidade dos compostos produzidos e que estimulam respostas comportamentais,
tais como atracdo nos polinizadores. Selecionei odores comuns a buqués florais de plantas e os
testei no campo na atratividade de abelhas Megalopta. Testei a hipdtese de que odores florais
comuns, amplamente produzidos por flores de antese noturna, seriam capazes de atrair
abelhas de Megalopta. Encontrei que compostos aromaticos isolados foram capazes de atrair
essas abelhas e eliciaram um comportamento de visita. As abelhas foram significativamente
mais atraidas as armadilhas com acetato de benzila, benzoato de benzila e salicilato de metila
como iscas do que outros compostos menos comuns em flores de antese noturna. Abelhas de
Megalopta, dessa maneira, usam odores para encontrar flores nas condi¢ées de baixa
luminosidade, tal como varios outros grupos de polinizadores noturnos.

Palavras-chave: abelhas oligoléticas; oligoletia; atributos florais; pistas florais; volateis; odores;
interagdes especializadas; Alismataceae; Limnocharitaceae; polinizacao
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Abstract

CARVALHO, AT. 2012. Interactions between bees of Protodiscelis (Colletidae,
Neopasiphaeinae) and aquatic plants, and the importance of odors to locating flowers. 2012.
130p PHD thesis. Programa de Pds Graduacdao em Ciéncias Bioldgicas drea de concentracdo
Zoologia da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa.

Bees are the main pollinators in terrestrial environments. Plants are sessile organisms that only
attain cross-sexual reproduction through the activity of pollen vectors. As such, flowers offer
hints for the interspecific encounter; they obtain pollination services and in exchange, usually,
they provide floral resources to pollinators. The main resource sought by bees is pollen, which
is used as larval nourishment. From the plants standpoint, however, there must be a balance
between the offered resource and the amount of pollen grains effectively transferred to the
stigmas. Such balance is dictated by a number of variables; pollinator attractivity, pollinator
effectiveness, quantity of pollen exported/received and the energy allotted in the reproductive
process. Aware of this paradox and observing that flowers exhibit specific traits associated with
certain groups of pollinators (floral syndromes), there has been a tendency among researchers
to evaluate flower evolution as if it were directed towards specialization. Nonetheless,
specialization is associated to the referential group and behaves within a continuum of plain
generalization and high specialization. | have studied two groups of bees: one a specialist and
the other a generalist, although adapted to a rare niche among bees — the nocturnal habit.

| studied specialized bees of the genus Protodiscelis (Colletidae, Neopasiphaeinae), a group
that exhibits feeding habit specialization, and their interaction with flowers. Protodiscelis bees
are oligolectic, meaning that they are genetically determined to collect pollen grains for larval
provisioning among phylogenetically constraint plant taxa. These bees will only gather pollen
from species of the family Alismataceae, a group comprised of aquatic herbs common to lentic
ecosystems. | investigated the pollination of four species belonging to this family and aimed to
understand the plant-pollinator interactions within a spatial and morphofunctional frame,
which also involves the floral cues used by the bees in order to find they preferred host
flowers. | divided the obtained results into three upcoming publications, each dealing with one
of the analyzed themes.

The pollination of Echinodorus palaefolius was studied in several flooded areas in the Caatinga.
Additionally | investigated the relationships between bees and flowers of five other species of
the same genus (E. subalatus, E. glandulosus, E. paniculatus, E. pubescens e Echinodorus sp.).
Echinodorus palaefolius is self-incompatible and relied on pollinators to develop fruits. The
phenology of the species is dictated by the rain regime and flowers were visited by three bee
species alone: Protodiscelis alismatis, Apis mellifera and Trigona spinipes. Surprisingly, the
morphologically generalist flowers of this plant species are visited by an oligolectic bee (P
alismatis) and by the two among the most generalist of bees (A. mellifera and T. spinipes). The
oligolectic species, however, was accounted with over 80% of flower visits. Bees of P. alismatis
exhibit clear behavioral and morphological adaptations, such as extremely plumose setae that
can hold the small pollen grains of Echinodorus. They were present in 96% of the 41 flooded
areas that | sampled in the Caatinga. Bees of P. alismatis were also the main pollinators of the
other species of Echinodorus collected within over 1,000 km of natural distribution of the
Caatinga. The specialized relationship of these bees with their host plants is highly consistent in
the insular environments of the Caatinga, where the aquatic Alismataceae naturally occur. The
pollination ecology of three species of a neotropical clade limnocharitaceae (Alismataceae) was
studied among distinct populations in northeast Brazil and middle-west Brazil. The results of
pollination ecology were compared to those of H. martii, previously studied. | researched the
morphological attributes and the aspects of the reproductive system that differentiate these
species. Limnocharis flava, L. laforestii and Hydrocleys nymphoides were all visited by
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Protodiscelis palpalis, the same oligolectic species previously recognized as the sole effective
pollinator of H. martii. Flowers of L. flava were found to be morphologically and functionally
similar to those of H. martii. In both species, the presence of staminodes protect the pollen
and bees of P. palpalis alone were effective pollinators, due to an adapted behavior that allows
them to access the pollen chamber. The flowers of L. laforestii, on the other hand, were
effectively pollinated by other species of bees, regardless of the presence of staminodes. But in
this case, no protective pollen chamber is formed. In the population of the municipality of
Serra Negra do Norte, P. palpalis was replaced by a yet undescribed species of Protodiscelis. For
Limnocharis, however, animal pollen vectors are not required for fruit development and both
studied species yielded high seed counts through autogamy. The flowers of H. nymphoides are
larger and bear staminodes that do promote filtering of other bee species. Regardless of
genetic self-incompatibility, H. nymphoides is pollinated by several generalist bee species,
notably the social T. spinipes, A. mellifera and Bombus brevivilus (Apidae). Knowing that
autogamy is one of the main variables for the establishment and dissemination of plants in
biological invasions (Baker’s Law), the occurrence of this type of pollination may largely explain
the invasive status of the three studied species in Asia, Oceania and North America. The
generalist association with pollinators would explain the invasions observed for H. nymphoides.

| used the sampling method of dynamic headspace and gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) to describe the volatile compounds emitted by the flowers of H. martii
and H. nymphoides. | tested the attractivity of the main isolated compounds to bees of
Protodiscelis palpalis in field conditions. Floral scents in the family Alismataceae were
described for the first time. Flowers of H. martii produced a bouquet comprised of 22
compounds, whereas the bouquet of H. nymphoides contained 13 compounds. Each species,
despite sharing several compounds, present a characteristic floral scent profile. Methoxylated
benzenoids were the main constituents of the bouquets of H. martii and H. nymphoides. p-
Methylanisole is the main compound in the floral scent of H. martii and 3,4-dimethoxytoluene
the main compound in H. nymphoides. These two compounds, however, were isolated in both
species. p-methylanisole, 2-methoxy-4-methylphenol, 3,4-dimethoxytoluene, 3,4,5-
trimethoxytoluene and methyl salicylate were used in field biotests with artificial flowers
assembled from yellow and blue adhesive paper. Only p-methylanisole yielded significantly
more approaches from bees towards artificial flowers of both colors in comparison to control
flowers. Artificial yellow flowers, however, proportionally attracted more bees than blue
flowers. Ours results, the first ever obtained in a natural environment setting, show that a
single volatile compound attracts female P. palpalis and is the most important communication
channel between these pollinators and flowers of H. martii e H. nymphoides. Our results
reinforce the fact that specific volatile compounds present in flower bouquets might be crucial
for the localization of host plants by oligoletic bees.

Bees of Megalopta (Halictidae, Augochlorini) are nocturnal and explore a niche that is mostly
inaccessible to other bees. In the interaction between Megalopta bees and their host plants |
studied one of the signals emitted by the flowers: floral scents. Scents have long been known
as pollinator attractants, but little is known about the identity of the compounds produced by
flowers and which among them incite behavioral responses of animals, such as pollinator
attraction. | selected volatile compounds commonly isolated in floral scents and conducted
field attraction biotests with Megalopta bees. | tackled the hypotheses that such common
floral scent compounds, frequently identified in night-blooming angiosperms, would be
involved in the attraction of Megalopta bees. | found out that single aromatic compounds
effectively attracted female bees and elicited visiting behavior. Bees were significantly more
attracted to traps baited with benzyl acetate, benzyl benzoate and methyl salicylate than to
unbaited traps or traps baited with compounds less frequently isolated in night-blooming
flowers (B-ionone, eucalyptol, eugenol and vanillin). | concluded that Megalopta bees use
scents to find flowers under low-light conditions, as observed by several other groups of
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nocturnal pollinators. Moreover, | provided a new sampling technique for these rarely collected
insects.

Key words: oligolectic bees; oligolecty; floral traits; floral cues; volatiles; scents; specialized
interactions; Alismataceae; Limnocharitaceae; pollination.
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Apresentagao

Nessa tese trato de dois temas: 1) Ecologia da polinizacdo em Alismataceae e; 2) Pistas

odoriferas atrativas a abelhas.

A familia Alismataceae (Alismatales) é composta por plantas aquaticas e tem distribuicdo
cosmopolita. Nos neotrépicos ocorrem cinco géneros, dos quais espécies de Echinodorus,
Hydrocleys e Limnocharis apresentam relacdes com abelhas oligoléticas do género Protodiscelis
(Colletidae, Neopasiphaeinae) (Carvalho 2008). A oligolectia é um fendmeno surgido
independentemente em vdrias linhagens, em que espécies de abelhas restringem suas fontes

de pdlen a flores de hospedeiros do mesmo género ou familia (Cane e Sipes 2006).

A tese é composta por uma fundamentagao tedrica e quatro manuscritos, um dos quais,
jd publicado. No primeiro trabalho descrevi a interacdo entre plantas de Echinodorus
palaefolius, espécie endémica da caatinga (Haynes e Holm-Nielsen 1994) que ocorre em
alagados efémeros e que interage com abelhas de Protodiscelis alismatis. Nesse manuscrito,
além da descri¢ao detalhada da polinizacdao de E. palaefolius, foram amostradas abelhas em
flores de varias outras espécies de Echinodorus da caatinga. Ao contrario do esperado, abelhas
de somente trés espécies foram frequentemente coletadas nas flores pouco especializadas
morfologicamente dessas espécies. Duas das espécies estdo entre as mais generalistas, Apis
mellifera e Trigona spinipes, enquanto o principal polinizador foi P. alismatis. Aspectos da

generalizacdo e especializacdo em sistemas de polinizacdo foram discutidos.

O segundo manuscrito trata a ecologia da polinizacdo de Limnocharis flava, Limnocharis
laforestii e Hydrocleys nymphoides. Nesse trabalho é discutida a importancia das caracteristicas
florais, sistema reprodutivo e interacdo com polinizadores no seu potencial como invasoras.
Hydrocleys martii, outra espécie do clado limoncharitaceas, que anteriormente foi tratada
como Limnocharitaceae (Haynes e Holm-Nielsen 1992, Chen et al. 2012) apresentou relacao
intima com abelhas de Protodiscelis palpalis, nos mesmos alagados efémeros de Caatinga em
que espécies de Echinodorus ocorrem (Carvalho e Schlindwein 2011). Hydrocleys martii,
embora muito utilizada como ornamental em diversas regides do mundo, ndo apresenta
nenhum registro como planta invasora ao contrario de L. flava e H. nymphoides, registradas
como invasoras na América do Norte, Asia e Australia. Descobrimos que apesar de também
serem polinizadas por abelhas de Protodiscelis as duas espécies de Limnocharis sao
autogamicas. Ja H. nymphoides foi obrigatoriamente xenogamica sendo polinizada por abelhas

poliléticas amplamente distribuidas.
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Odores florais sdao reconhecidos como atraentes de polinizadores desde os primdrdios
dos estudos de polinizacdo (ver Mayr 1986). Em estudos com abelhas oligoléticas ha descri¢cdes
de que os odores florais seriam pistas importantes para o encontro entre parceiros, embora
ainda sejam pouco conhecidas substancias especificas atraentes desses animais. No terceiro
manuscrito descrevi os buqués florais de H. martii e H. nymphoides e testei em campo a
atratividade de standards sintéticos das principais substancias desses buqués. Somente uma
das substancias testadas, p-metilanisol atraiu abelhas de Protodiscelis. Discuto a importancia
desse odor especifico e relativamente raro em buqués florais, na interagdo

Protodiscelis/Hydrocleys em alagados efémeros da caatinga.

No quarto manuscrito testei em campo com armadilhas, odores amplamente conhecidos
em buqués florais na atracdo de abelhas noturnas de Megalopta (Halictidae, Augochlorini).
Ainda ndo era conhecido como essas abelhas encontravam recursos de pdlen sob baixa
luminosidade. Compostos aromaticos comuns em plantas com antese noturna atrairam essas

abelhas a armadilhas (Carvalho et al. 2012).

Os capitulos foram formatados como manuscritos para publicagdo em jornais cientificos.
Foi seguida a formatacao sugerida pela revista escolhida, salvo as limitagdes que o formato de
tese imp6s. Os manuscritos sdo versdes em lingua portuguesa do que serda submetido a
revistas cientificas em lingua inglesa. O manuscrito 4 ja foi publicado na revista “Journal of

Chemical Ecology”. Apresento uma tradugdo para o portugués do referido trabalho.
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1. Fundamentacao tedrica

1.1. A especializacéo e generalizacéo nos sistemas abelha-planta

Plantas com flores sdo organismos sésseis que necessitam do servigo de polinizagdo
para que a reproducdo sexuada cruzada ocorra. Entre os mais variados grupos de polinizadores,
abelhas sdo os principais prestadores desse servico para as angiospermas em quase todos os
ecossistemas terrestres (Faegri e Van der Pijl 1979, Neff e Simpson 1992). As abelhas, por
outro lado, sdo insetos herbivoros de pélen, e ao buscar o alimento para o requerimento préprio

e para o provisionamento larval, acabam por prestar o servico.

As interacbes abelha-planta culminam em um paradoxo que vem intrigando
pesquisadores ao longo dos anos. Por um lado, abelhas necessitam do recurso fornecido pelas
flores, por outro, as plantas necessitam exportar e importar graos de pélen. Ha, entdo, nessas
interacbes um balanco fino entre o nimero de gametéfitos doados como recurso e 0s que
efetivamente irdo crescer nos estigmas e completar seu ciclo de vida. Esse paradoxo também é
valido para toda a miriade de interacBes polinizadores-plantas, ja que na grande maioria dos

casos ha o fornecimento de um recurso energicamente caro para os vegetais.

Durante a evolucdo, flores se adaptaram para que esse balango seja 0 mais rentavel
possivel (Harder e Barrett 2006) e, nas abelhas, surgiram adaptacGes para manipular e coletar
eficientemente os recursos (Linsley e MacSwain 1958, Linsley et al. 1964, Thorp 1979). Assim,
a partir das observacBes das intricadas estruturas morfolégicas de algumas flores e da
complexidade das interaces, postulou-se a hipdtese de que a evolucdo dessas interacOes
tenderia a ser cada vez mais especializada (Aigner 2004). Essa tendéncia no pensamento
cientifico deve-se muito a interpretacdo de Darwin (1862) sobre a selecdo direcional dos
esporfes florais em Angraecum sesquipedale (Orchidaceae), da ideia de sindromes florais
(Delpino 1868, Muller 1873, Vogel 1954, Faegri e an der Pijl 1979) e de que a evolucdo das

flores seria direcionada pelo polinizador mais efetivo (Stebbins 1970).

Especialistas utilizam um recurso ou apresentam adaptagBes a explorar recursos
especificos (Waser e Ollerton 2006). Sendo assim em um estudo de polinizagdo determinar o
referencial é importante: a flor é especialista, 0 animal é especialista, ou a interacdo é
especializada? Todas as variantes nessas trés indagacGes podem ser vélidas dependendo do
referencial. Exemplificando a ideia, podemos citar o classico trabalho de Lindsey (1984). Ao
estudar a polinizacdo de Thaspium e Zizia (Apiaceae) foi verificado que as flores foram
procuradas por visitantes florais de muitas espécies e que a maioria consistia em polinizadores

efetivos. As flores dessas espécies ndo apresentam nenhum atributo que exclua visitantes
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potenciais. Pelas caracteristicas morfoldgicas das flores, seria incluida na sindrome de flores
polifilicas. Nessa interacdo, embora, varios pequenos insetos visitam as flores, as abelhas eram
os mais frequentemente coletados e, além disso, varias das espécies de abelhas eram
oligoléticas. Abelhas oligoléticas sdo especializadas em coletar grdos de pdlen em plantas
relacionadas filogeneticamente (Robertson 1925, Cane e Sipes 2006), ou seja, limitam suas
fontes de pdlen a espécies do mesmo género ou da mesma familia, nesse caso, a das Apiaceae.
Na auséncia de mais informacdes, e com base nesse exemplo podem-se tirar conclusdes
distintas: 1) a interacdo é generalista, ja que as flores tem morfologia simples; 2) a interacdo é
generalista, ja que sdo visitadas por varias espécies de insetos; 3) a interacdo é especializada, ja
que abelhas oligoléticas sdo os visitantes mais frequentes e efetivos. Assim a correta
interpretacdo dessa interacdo e suas implicagBes para a evolucdo das flores de Apiaceae sédo

determinadas pela delimitagédo do referencial.

A escala também deve ser definida, tanto a escala fisica (a distribuicdo geografica da
interacdo), a escala taxondmica (numero de parceiros e quantidade de fendtipos diferentes
dentro de uma unidade taxonémica) bem como a escala conceitual (delimitacdo do conceito de
especializado). Exemplificando podemos tomar a interacdo entre algumas espécies de
Bignoniaceae e seus visitantes florais. Geralmente flores dessa familia apresentam corolas
tubulares que excluem visitantes florais com pecas bucais curtas de acessarem o néctar (Gentry
1974, 1980). Nesse caso, as flores de bignoniaceaes sdo especializadas em visitantes florais de
pecas bucais longas. Entretanto, existem muitas espécies de abelhas ou beija flores, por
exemplo, que visitam flores de bignonidceas (Gentry 1992), desde grandes abelhas como
Bombus (Apidae, Bombini) até diminutas espécies de Trigonisca (Apidae, Meliponini). Além
disso, abelhas é um grupo enorme de espécies comparado com 0 pequeno grupo de aves.
Tabebuia impetiginosa (Bignoniaceae), por exemplo, apresenta ampla distribui¢cdo geogréfica,
desde o México a Argentina (Gentry 1992) e certamente as espécies polinizadoras ndo sdo as

mesmas ao longo de sua distribuicao.

Existem flores com caracteristicas morfoldgicas ou atributos florais especializados
(Vogel 1954, Stebbins 1970). Filtros florais que impedem a visita de animais sem determinadas
caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas ou comportamentais sdo exemplos de flores
especializadas (Jonhson e Steiner 2000, 2003). Outras flores ndo apresentam nenhuma
caracteristica morfologica que impega a visita de determinados grupos de polinizadores tal
como em varias espécies de Asteraceae. No entanto ha flores sem aparentemente nenhum filtro,
mas que somente € visitado por grupos restritos de polinizadores. Que algumas plantas
protegeriam quimicamente grdos de polen e ou produziriam substancias repulsivas (Praz et al.

2008Db, Schiestl 2010) s&o hipdteses propostas para explicar esse fenémeno. Entretanto é notavel
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que nem sempre interagcbes entre flores com morfologia generalista sdo polinizadas por

polinizadores generalistas e vice-versa.

Atualmente é consenso que generalizacdo e especializacdo em sistemas de polinizagao
se distribuem em um continuo entre os extremos da relacdo espécie-especificas até amplamente
generalistas (Waser e Ollerton 2006). Uma série de modelos foram propostos para explicar a
evolucdo de flores nesse conflito. Stebbins (1970) foi um dos pioneiros e postulou que a
evolucdo das flores era dirigida pelo polinizador mais efetivo. Waser et al. (1996) mostrou que
como a maioria dos processos ecolégicos é dirigido em interacdes generalistas, postulou que a
evolucdo das flores era mais influenciada pelo polinizador mais abundante. J& Aigner (2001)
formulou a hipdtese de que a especializagdo em sistemas de polinizacdo em plantas se da
somente quando o fitness marginal ganho excede o fitness marginal perdido por um determinado
tipo de polinizador, e que sendo assim até mesmo polinizadores pouco eficientes e abundantes
poderiam guiar a selecdo de caracteres fenotipicos. Outras variaveis importantes tal como a

filogenética e demogréfica, entretanto, ndo foram incluidas nos modelos (Morgan 2006).

Variaveis da especializacdo dos visitantes também ndo foram incluidas nos modelos.
Embora as teias de interacBes sejam descritas como assimétricas, ou seja, enquanto as flores se
especializaram em grupos funcionais de polinizadores, considera-se que € raro para insetos
polinizadores se especializarem em uma Unica ou poucas espécies de plantas (Vazquez e Aizen
2004). Sabe-se também que espécies generalistas interagem com um subconjunto pequeno de
espécies em nivel local (Thompson 2005). Vérios grupos de plantas sdo polinizados
essencialmente por abelhas oligoléticas, por exemplo, (e. g. Schlindwein 2004). Mesmo que
incompleto, 0 modelo de Aigner (2001) é o que melhor explica a especializacdo em sistemas de
polinizacdo, embora o mais provavel é que diferentes linhagens tenham histérias evolutivas
regidas por variaveis locais. Um modelo definitivo talvez seja deveras complexo, e somente

valido para linhagens restritas (Jonhson 2006).

As delimitacOes de referencial e escala sdo igualmente validas para interpretaces da
evolucgdo entre as abelhas e suas relagdes (Waser 2006). Entre elas, como na maior parte dos
animais herbivoros, ha espécies generalistas e especialistas (Bernays 2001). Herbivoros
especialistas tém em seu arsenal adaptativo uma limitagdo fisiolégica ou neural que o0s
restringem a uma determinada fonte de alimento ou outro recurso necessario a sua vida; ja para
0s generalistas essas limitagdes sdo menores, e eles podem explorar um nicho tedrico mais
amplo (Bernays 2001). Especializagdes em espécies e ou grupos de abelhas sdo vastas e
dependem das adaptacfes morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais das espécies. Abelhas
coletoras de Oleos florais, por exemplo, sdo especialistas. Abelhas de clados ndo relacionados

tais como Centridini, Tapinotaspinidi e Melitini sdo especialistas em coletar lipideos produzidos
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por glandulas em flores que fornecem esse produto (Vogel 1969). JA& machos de abelhas
Euglossini sdo especializados na coleta de odores florais (Roubik 1989). Existem também
abelhas que voam a noite tais como alguns géneros de Augochlorini, sendo assim especializados
em explorar recursos em tais condi¢es ambientais (Wcislo e Tierney 2009). Quanto a coleta de
polen, existem as abelhas oligoléticas, (Robertson 1925, Cane e Sipes 2006). Sendo assim,
embora os polinizadores possam ser especialistas, 0 processo de polinizacdo nos sistemas

frequentemente € generalista (Waser et al. 1996).

Sejam em sistemas de polinizacdo generalizado ou especializado, as plantas com flores
evoluiram juntamente com polinizadores (Feinsinger 1983, Herrera 1996). Prova dessa hipotese
é a radiacdo das angiospermas que ocorreu a0 mesmo tempo que a diversificacdo das abelhas
(Grimaldi 1999, Grimaldi e Engel 2005). Embora essa hip6tese tenha sido contestada
recentemente (Ren et al. 2009), aparentemente a evolucdo paralela entre esses dois grupos
realmente ocorreu (Ollerton e Coulthard 2009). Sabendo que as interagBes polinizador-planta
sdo dirigidas pelo paradoxal trade-off entre exportacdo e importacdo de grdos de polen, a
selecdo natural favoreceu mutantes com fitness reprodutivo mais alto. A especiacdo
teoricamente se processa nos dois extremos da curva tedrica normal, entre fitness e fenétipo
floral (Aigner 2001). Assim o fitness tedrico ndo pode ser negligenciado, ja que 0 sucesso

reprodutivo diferenciado € selecionado (Darwin 1876, Morgan 2006).

Caracteristicas florais e intrinsecas dos polinizadores sdo importantes na determinacéo
do fitness em uma interacdo. A morfologia da flor, a distribuicdo geografica da interacdo, a
especializacdo do polinizador, bem como a capacidade de comunicacdo entre as espécies
mutualistas sdo variaveis importantes nessa avaliacdo. Como em interacGes especializadas o
nimero de variaveis normalmente é menor, estes sdo excelentes modelos para entender o

processo como um todo.

1.2. Comunicagao quimica entre flores e polinizadores

As plantas fornecem aos polinizador pistas que sinalizem a presenca de um recurso,
geralmente visual e olfativo com a fungdo Unica de comunicagdo (Raguso 2008, Ddotterl e
Vereecken 2010).

Entre os canais de comunicacédo interespecificos, em sistemas de poliniza¢do os sinais
quimicos sdo reconhecidamente importantes (Herrera 1996, Raguso 2008, Schiestl 2010) e

foram reportadas desde os primeiros trabalhos em polinizacdo (Kélreuter 1761, Sprengel 1793,
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Miiller 1873). O odor das flores sempre foi considerado atrativo, ou seja, 0s sinais percebidos
pelos visitantes e que comunicariam a presenga de um recurso a ser coletado pelo visitante.
Entretanto, é conflitante pensar que as plantas produzem odores para repelir herbivoros de
folhas e também para produzir atrativos para herbivoros florais. A hip6tese mais aceita para
explicar o surgimento da interacdo entre polinizadores e flores postula que os primeiros
polinizadores seriam herbivoros de pélen e que evolutivamente as plantas passaram a usar esses
herbivoros para aumentar a possibilidade da reproducdo sexuada cruzada (Grimald e Engel
2005). Recentemente Schiestl (2010) demonstrou que algumas plantas mimetizam sinais
quimicos ja utilizados pelos animais para propria comunicacdo em beneficio de receberem
visitas as flores. Evolutivamente as plantas passaram a usar 0s mesmo sinais usados na
comunicacdo entre 0s animais para atrair polinizadores. Essa hip6tese é bastante atraente,
principalmente quando se correlaciona a presenca de determinadas substancias em feromonios
de insetos com os constituintes quimicos dos buques florais de plantas (Schiestl 2010). De
qualquer forma, sabe-se que os odores sdo importantes atrativos, embora ainda poucas

substancias isoladas sejam reconhecidas como atraentes de polinizadores (Raguso 2008).

1.3. Como abelhas encontram flores?

Embora aparentemente simples um dos grandes desafios na vida de uma abelha €
encontrar alimento. Ainda quando larva obteve tudo que necessitava dentro do ninho,
aprovisionado pela genitora. Adultos emergem sem experiéncia prévia e sendo uma espécie
solitaria, necessitam rapidamente buscar alimentos em flores. Herbivoras, abelhas adultas
consomem néctar além de pequenas porcdes de pdlen. Ja as larvas consomem uma massa
constituida de pdlen e néctar além de, em algumas espécies, Oleos florais e substancias

glandulares coletados e/ou produzidos pela méde (Michener 2007).

Ao emergir, uma abelha solitaria depara-se com um ambiente muito diferente daquele
onde cresceu, desenvolveu e metamorfoseou. O ambiente confinado do ninho é estavel e com
alimento em abundancia. Entretanto, o ambiente externo é limitante principalmente pelo espago
e por fontes de alimento. Embora abelhas e outros herbivoros naivos (inexperientes, sem contato
prévio com as flores hospedeiras) testem fontes de alimento antes de consumi-los (Schiestl
2010), as abelhas devem ter, de forma inata, meios de reconhecer e encontrar 0S recursos que
necessitam para sua alimentacdo, e posteriormente para aprovisionamento do préprio ninho
(Dobson 1987, Dobson e Bergstrdm 2000).

Em abelhas oligoléticas, a mae aprovisiona o ninho com gréos de pdlen e assim as crias
tem contato com substancias de suas hospedeiras, sem estimulos visuais. As abelhas naivas

devem encontrar as flores corretas e isso s6 é possivel admitindo a existéncia de canais
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quimicos de comunicagdo entre os parceiros (Dobson 1987). Abelhas generalistas forrageadoras
de Apis mellifera naivas ndo sdo estimuladas somente pelo sinal visual durante as primeiras
visitas a flores, sendo necessario um sinal quimico (eg. Giurfa et al. 1995). Isso também seria
esperado para abelhas oligoléticas. Entretanto Dobson e Bergstrom (2000) mostraram
experimentalmente que abelhas oligoléticas naivas de Chelostoma florisomne apesar de
reconhecerem a protoanemonina, odor especifico produzido pelo pdélen de suas hospedeiras,
somente tinham comportamento de coleta na adi¢do do sinal visual especifico amarelo. Ap6s
tornarem-se experientes as abelhas ficaram mais sensiveis ao complexo buqué floral das
espécies de Ranunculus (Ranunculaceae) até mesmo mais que 0s sinais visuais das espécies.
Burger et al. (2010a e b) mostraram que sinais visuais dos seus hospedeiro Echium vulgare
eram atraentes para forrageadoras naivas, enquanto que sinais olfativos sozinhos ndo eram.
Todavia essas abelhas necessitavam do sinal olfativo para discernir suas hospedeiras. As
abelhas foram estimuladas pela cor semelhante de uma espécie ndo hospedeira. J& para
Macropis fulvipes (Melittidae) oligoléticas em Lysimachia o sinal olfativo, mas ndo o visual foi
atraente as naivas embora a combinacdo dos dois sinais provocasse maior atracdo. Em
Chelostoma rapunculi ambos os sinais foram atrativos as naivas (Milet-Pinheiro et al. 2012). De
forma geral os estudos tém mostrado que tanto para abelhas especializadas como para
generalistas naivas ou experientes dependem a combinacdo dos sinais olfativos e visuais para
encontrar recursos (Dotterl e Vereecken 2010). Nesse sentido o contexto bioldgico e ecoldgico
de cada interacdo deve ser investigado (Dobson e Bergstrém 2000). Pouco conhecido ainda, é o

papel de odores individuais na atratividade das espécies (Détterl e Vereecken 2010).

1.4. Oligoletia e odores florais especificos

Em interacGes envolvendo abelhas oligoléticas, frequentemente as flores séo polinizadas
por varias espécies de abelhas (e.g Schlindwein e Medeiros 2006), entretanto hormalmente as
espécies mais frequentes ou eficientes sao as oligoléticas (Cane et al.,1985, Neff e Rozen, 1995,
Schlindwein e Wittmann, 1995, 1997a, b, Schlindwein e Martins, 2000, Larsson, 2005,
Schlindwein 2004, Schlindwein et al., 2005, Carvalho e Schlindwein 2011, Milet-Pinheiro e
Schlindwein 2010). Sdo poucos o0s casos relatados que mostram que abelhas oligoléticas
poderiam diminuir o sucesso reprodutivo das plantas hospedeiras ou serem indiferentes (Linsley
et al.,1963a, b, 1964, Barrows et al., 1976, Grant e Grant, 1979, Grant e Hurd, 1979). E notdrio
que h& maior dependéncia das abelhas pelos recursos de polen. Interdependéncia reprodutiva
nesses casos € raro, entretanto alguns casos sdo conhecidos. H& interdependéncia reprodutiva
entre Ceblurgus longipalpis (Halictidae, Rophitini) e sua planta hospedeira Cordia

leucocephala (Cordiaceae). A planta, que é heterostilica, somente é visitada e polinizada por
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abelhas dessa espécie, sendo esse um dos poucos casos de monoletia conhecidos. Nas flores as
anteras incluidas dentro de um tubo floral comprido impossibilita acesso a outras abelhas ao
recurso néctar e pélen. Somente a espécie oligolética, adaptada com pecas bucais longas dotadas
de pelos especializados, coletam o néctar no fundo das corolas e o pdlen escondido no tubo
floral (Milet-Pinheiro e Schlindwein 2010). Outro caso estudado recentemente é a interacdo
entre Protodiscelis palpalis (Colletidae, Neopasiphaeinae) e flores de Hydrocleys martii
(Alismataceae) em alagados efémeros na Caatinga. Nesse caso a adaptacdo também é
comportamental. P. palpalis foi a Unica espécie capaz de adentrar os estaminddios que protegem
0 pélen no interior de uma camara de pélen, sendo a Unica abelha efetiva na polinizagdo dessa

espécie no ambiente de Caatinga (Carvalho e Schlindwein, 2011).

O fendmeno da oligoletia tem proporcionado a formulacdo de uma série de perguntas, a
partir de descricdes de interacdo entre abelhas oligoléticas e plantas relacionadas em mais de
100 anos de estudos (eg. Robertson 1899, 1925, Cane e Sipes 2006). A pergunta final e mais
intrigante é: por que ha abelhas oligoléticas? Essa pergunta ainda esta longe de ser respondida.
Entretanto uma série de hip6teses tem sido testada em anos recentes e que nos ajudam a
entender essa interacdo. Sabe-se que abelhas oligoléticas, de uma forma geral, apresentam
fenologia correlata com a planta recurso (Linsley 1958) e adaptacdes morfoldgicas para coletar
e manipular de forma adequada o polen dessas plantas (Mdller 1996). Linsley (1958) especulou
que abelhas oligoléticas também deveriam ter adaptacfes em relagdo a sinais visuais e
morfologicos, sincronizacdo fenoldgica, sincronizacéo entre o horario das visitas e abertura das
flores, e comportamento adequado que aumente a eficiéncia na coleta do pdlen, o que foi
corroborado posteriormente em varias publicacGes (eg. Schlindwein e Wittmann 1995, 1997a,b,
Schlindwein 2000, Alves-dos-Santos e Wittmann 1999, Schlindwein e Medeiros 2006).
Entretanto, abelhas poliléticas também coletam polen com grande eficiéncia (Minckley e
Roulston 2006).

A oligoletia é uma caracteristica geneticamente determinada (Praz et al. 2008a, Sedivy
et al. 2008), e recentemente foi mostrado que larvas de abelhas oligoléticas falharam em
desenvolver-se em pdélen de espécies de plantas ndo relacionadas, sendo assim, foi proposta a
hiptese de que as plantas devem proteger os grdos de pdlen com compostos toxicos,
semelhante aquelas plantas que protegem suas folhas com compostos secundarios (Praz et al.
2008b). Assim, as plantas selecionam seus visitantes florais quimicamente. As abelhas
oligoléticas perceberiam olfativamente compostos volateis especificos raros produzidos pelas
flores das plantas hospedeiras para reconhecé-la (Dobson 1987, Dobson e Bergstrom 2000).
Dobson e Bergstrom (2000) mostraram a importancia de protoanemoninas no reconhecimento

dos hospedeiros em Chelostoma florisomne. Détterl et al. (2005a) atrairam fémeas e machos de
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Andrena vaga (Andrenidae) logo ap6s o inicio da estacdo de emergéncia com um composto
sintético analogo ao produzidos pelas flores de Salix. Détterl e Schiffler (2007) mostraram a
importancia dos estratos odoriferos das flores de Lysimachia no reconhecimento das flores por
Macropis fulvipes. Esses trabalhos indicam a importancia de odores no reconhecimento das
plantas hospedeiras pelas abelhas oligoléticas, embora os compostos atraentes para essas
abelhas ndo sejam especificos de determinadas plantas. Normalmente sdo comuns em flores de
varias espécies vegetais (ver Knudsen et al. 2006), permanecendo desconhecidos canais de

comunicagao Unicos nessas interagdes.

Outra tentativa € uma explicacdo num contexto evolutivo. O entendimento de relacdes
filogenéticas entre grupos de abelhas especializadas e suas plantas relacionadas foi
recentemente alvo de estudos inovadores que examinaram os padr@es de uso de fontes florais
por abelhas em uma perspectiva historica (Sipes e Tepedino 2005, Sipes e Wolf 2001, Larkin et
al. 2008). Os resultados desses estudos indicam que oligoletia parece ser um carater conservado
dentro de linhagens de abelhas e que a oligoletia seria um carater ancestral, contrariando uma
série de assertivas anteriormente propostas e difundidas de que especializacdo seria derivada
(Patiny et al. 2007, Larkin et al. 2008). As trocas de hospedeiros observadas dentro das
linhagens ndo estariam relacionadas ao grau de parentesco entre as plantas (Larkin et al. 2008).
A utilizagdo de hospedeiros diferentes em espécies oligoléticas irmas parece ser aleatéria ou
determinada pela escassez de um determinado recurso, ou ainda pelo desaparecimento local de
um hospedeiro (Sipes e Tepedino 2005). Entender a importancia dos odores florais nesse

contexto é um préximo passo interessante.

2. Sobre o0s grupos estudados

2.1. As plantas

Plantas aquéticas constituem-se em um grupo ndo natural de espécies relativamente
pequeno da diversidade total de plantas - entre 1 e 2%(Cook 1990). Espécies aquaticas exibem
consideravel heterogeneidade morfoldgica, taxondmica, ecol6gica e frequentemente ampla
distribuicdo geografica (Barrett et al. 1993). Algumas espécies crescem completamente
submersas, outras apresentam apenas flores que emergem da agua. Existem, também, espécies
com habito flutuante, anfibio e emergente. Elas podem ser marinhas ou de agua doce, e crescer
em agua corrente ou parada, regifes sazonalmente alagadas ou solos encharcados (Barrett et al.
1993).

Plantas aquaticas desempenham importante papel em ecossistemas de lagos, alagados

temporérios, rios e represas bem como no ambiente marinho. Afetam a qualidade da agua,
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assimilando nutrientes e substancias nocivas (Esteves e Camargo 1986), influenciam no aporte e
ciclagem desses nutrientes (Esteves 1998, Pagioro e Thomaz 1999), sendo indispenséaveis na
conservagdo da diversidade de peixes (Pott e Pott 1997, Agostinho et al. 2002), aumento da
rigueza da comunidade planctonica (Lansac-Thoa et al. 2003) e de outros macroinvertebrados
(Takeda et al. 2003). Compreendem a base da teia alimentar aquatica em varios ecossistemas
(Niering 1985, Esteves 1998).

Entre as plantas, tem sido demostrada alta incidéncia de espécies invasoras entre as
macroéfitas de dgua doce (Daehler 1998). Esse danoso processo acarreta riscos ambientais e
econdmicos (Elton 1958, Richardson e Pysek 2008, Barrett 2011). Alguns aspectos como alta
plasticidade fenotipica e alta capacidade de reproducdo destacam-se entre os fatores adaptativos
importantes em invasdes bioldgicas entre essas plantas (Barrett et al. 1993, Barrett 2011). O
crescimento excessivo de algumas espécies, mesmo em ambientes nativos, no entanto, é danoso
tanto para o ecossistema, quanto para empreendimentos humanos (Esteves 1998). Algumas
pragas como Eichornia crassipes (Pontederiaceae) crescem desordenadamente em ambiente
com muita matéria organica e dificulta a navegacdo em rios. Egeria najas e E. densa
(Hydrocharitaceae) entope as entradas das turbinas das hidrelétricas (Thomaz e Bini 2003). H3,
também aquelas que causam prejuizos para a agricultura como varias espécies de Sagittaria
(Alismataceae), Butomus umbelatus (Butomaceae) (Brown e Eckert 2005) e Limnocharis flava
(Alismataceae) (Song et al. 2000, Waterhouse, 2003).

Plantas aquaticas se reproduzem sexuadamente por sementes e assexuadamente por
estruturas vegetativas diversas: estol@es, tubérculos e mddulos (Barrett et al. 1993). A estratégia
reprodutiva pode variar com o nivel de estresse ambiental (Honnay e Bossuyt 2005), e quebras
de autoincompatibilidade genética tem sido reportada para diversas populacGes em varias

espécies (Barrett et al. 1993).

Dentre as ordens de plantas reconhecidas pelo sistema de classificacdo APG 111 (2009),
Alismatales ¢ a que detém maior nimero de espécies aquaticas (APG 11 2009). E composta por
13 familias de monocotileddneas basais. Dentre elas, as familias Araceae, Alismataceae e

Hydrocharitaceae sdo as mais especiosas.
2.1.1. Alismataceae

Alismataceae pertence ao clado das alismatales que representa importante grupo para o
entendimento de todas as relac@es filogenéticas entre as angiospermas (Soltis et al. 2005). E um
grupo pouco derivado em que se discute seu posicionamento na base do clado

monocotiledbneas, embora seu real posicionamento ainda permanega obscuro, principalmente
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pela politonia com Acorales (Chen et al. 2004b). Alismataceae é uma das familias mais
especiosas da ordem (APG 2009).

A delimitagdo de Alismataceae, Butomaceae e Limnocharitaceae foi controversa no
passado. Limnocharitaceae foi incluida por Lawrence (1951) e Hutchinson (1959) em
Butomaceae, enquanto Dahlgren (1975), Pichon (1946) e Thorne (1976) a incluiram em
Alismataceae (Haynes e Holm-Nielsen 1992). Cronquist (1981) aceitaram Butomaceae,
Limnocharitaceae e Alismataceae como familias distintas. O APG Il (1998) reconheceu
Alismatales como clado monofilético e Limnocharitaceae como familia. Entretanto APG 111
(2009) comenta que ndo encontrou caracteres que poderiam separar as familias, principalmente
apos tratamentos moleculares mais aprofundados (Les et al. 1997, Chen et al. 2004a, Li e Zhou
2009). APGIIlI (2009) reconhece o clado formado pelas familias Butomaceae e
Hydrocharitaceae, sendo irmdo de Alismataceae (incluindo Limnocharitaceae). Na hipotese
filogenética mais recente esse clado apresenta dois subclados: clado B formado pelos géneros
Luronium Raf., Damasonium Mill., Baldellia Parl., e Alisma L., e o clado A formado pelos
demais géneros: Burnatia Micheli, Caldesia Parl., Echinodorus Engelm., Helanthium (Benth.)
Britton, Limnophyton, Miq., Sagittaria L., Machaerocarpus Small, Ranalisma Stapf, Wiesneria,
Micheli., Limnocharis Humb. & Bonpl. e Hydrocleys Rich. No clado A, ha a formagéo de um
grupo monofilético formado pelas espécies neotropicais de Limnocharitaceae sensu strito (Les
et al. 1997, Chen et al. 2004, Lehtonen e Myllys, 2008, Lehtonen 2009, Chen et al. 2012) e
Unico género paleotropical da antiga familia Limnocharitaceae, Butomopis Kunth permanece
com posicionamento incerto, embora seja intimamente relacionado a Limnocharis (APG I,
2009, Chen et al. 2012).

Nos Neotropicos o clado Alismataceae (Alismataceae+limnocharitaceae) apresenta
cinco géneros, Echinodorus, Sagittaria, Helanthiun, Limnocharis e Hydrocleys (Haynes e
Holm-Nielsen, 1992, 1994, Haynes et al. 1998, Soltis et al. 2005, Lehtonen 2009). Os estudos
recentes tem mostrado que Alismataceae surgiu por volta do cretdceo superior (102 a 79
milhGes de anos antes do presente) e que a divergéncia entre os clados, mesmo que ainda
incerta, se deu remotamente e variam entre 68 a 2,5 milhGes de anos antes do presente (Chen et
al. 2012). A hipdtese mais provavel é que o grupo tenha se originado na Regido oeste do
Paleartico ou na Regido Afrotropical (Chen et al. 2012). Linhagens que dispersaram e
divergiram para regides isoladas, entretanto, apresentam histérias evolutivas Unicas, que ainda
carecem de investigacdo. Para os géneros ocorrentes nos Neotropicos ainda ha caréncia de
estudos recentes, mas Haynes e Holm-Nielsen (1992) propuseram que Limnocharitaceae strito
sensu teria como centro de origem e diversificacdo a regido que atualmente compreende o

nordeste do Brasil, especialmente areas dos estados brasileiros de Pernambuco e Paraiba
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(Haynes e Holm-Nielsen 1989, 1992). Embora essa hipdtese ainda ndo tenha sido corroborada
em estudos moleculares, parece ser uma hipotese plausivel, uma vez que seu grupo irmédo de
limonocharitaceae é essencialmente africano e teria divergido no paleoceno. Limnocharitaceae
teria origem gondwanica antes da separagdo (Chen et al. 2012). Sagittaria teria origem
afrotropical e se dispersou a longa distancia pelo globo. J& Echinodorus se originou nas
Américas, provavelmente na América do Norte depois de divergir de Caldesia, que teria origem
europeia. O género Helanthium é proximamente relacionado a Echinodorus e divergiu desse

género recentemente (Chen et al. 2012).

Alismataceae sdo caracterizados pelo habito herbaceo e aquatico com flores trimeras, e
gineceu apocérpico (Haynes et al. 1998). Alismataceae apresenta cerca de 14 géneros e mais de
180 espécies, embora o tratamento genérico e especifico seja considerado insatisfatorio
(Lehtonen 2009). No Brasil estdo representados os géneros Echinodorus (12 espécies),
Helanthium (2), Sagittaria (4), Hydrocleys (5) e Limnocharis (2) (Haynes e Holm-Nielsen 1992,
Matias 2007, 2010, Matias e Irgang 2006, Matias e Sousa 2011).

Entre as espécies neotropicais, todas as espécies apresentam flores com caracteristicas
tipicamente melitofilas, e as espécies com ecologia reprodutiva conhecida, polinizadas por
abelhas (Vieira e Lima 1997, Pansarin 2009, Pansarin e Pansarin 2011, Carvalho e Schlindwein
2011). Abelhas do género Protodiscelis sdo reportadas como oligoléticas em Alismataceae
sensu lato (Melo 1996, Vieira e Lima 1997, Carvalho e Schlindwein 2011). Protodiscelis
echinodori foi o polinizador mais frequente de Echinodorus grandiflorus (sinbnimo de
Echinodorus grandiflorus subsp. grandiflorus) e Echinodorus floribundus (sinbnimo de
Echinodorus grandiflorus subsp. aureus no cerrado de Minas Gerais (Vieira e Lima 1997, ver
Lehtonen 2008). Além disso, é reportado como visitante floral de E. grandiflorus em Sdo Paulo
(Pansarin e Pansarin 2011). Machos e fémeas de Protodiscelis alismatis até agora foram
exclusivamente coletados em flores de Echinodorus (Alismataceae) (Ducke 1908, 1910, Zanella
2000, Carvalho e Schlindwein 2011) no nordeste do Brasil. Protodiscelis palpalis foi o
polinizador Unico de Hydrocleys martii em alagados efémeros na caatinga (Carvalho e
Schlindwein 2011).

Estudos de polinizagdo em espécies neotropicais de Alismataceae S&o raros.
Echinodorus grandiflorus apresenta flores hermafroditas e sistema reprodutivo
autoincompativel, enquanto que E. floribundus tem flores autocompativeis (Vieira e Lima 1997,
Pansarin e Pansarin 2011). J& E. logipetalus foi ginodidico e nas plantas com flores
hermafroditas autocompativel (Pansarin 2009). A morfologia floral de todas as espécies
estudadas é semelhante. As flores apresentam pétalas brancas e sépalas persistentes verdes e

gineceu apocarpico com numerosos carpelos que formam aquénios com semente Unica. O
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androceu € formado por diversos estames que circundam o gineceu. As anteras sdo amarelas.
Em flores femininas de E. longipetalus hé a presenca de estaminddios amarelos que mimetizam
os estames de flores hermafroditas. Todas as espécies forneceram néctar e polen aos visitantes
florais e tiveram longevidade entre 7-8 horas (Vieira e Lima 1997, Pansarin 2009, Pansarin e
Pansarin 2011).

Hydrocleys martii possui flores autoincompativeis. As flores amarelas dessa espécie
apresentam estaminddios que protegeram os recursos de pélen dentro de uma camara central na
flor. Somente abelhas de P. palpalis foi comportamentalmente adaptada a acessar o pdlen no
interior dessa camara sendo o Unico polinizador efetivo da espécie na caatinga (Carvalho e
Schlindwein 2011). Flores de Limnocharis flava ndo foram visitadas por abelhas na China, local
onde essa espécie € invasora e produz grande guantidade de sementes mesmo na auséncia de
visitas (Song et al. 2000).

2.2. As abelhas

2.2.1 Tratamento taxondmico de Colletidae Lepeletier, 1841 e Protodicelis Brethes, 1909

A familia Colletidae tem recebido em anos recentes atencdo gquanto ao Sseu
posicionamento filogenético. Colletidae foi tratada classicamente como grupo irméo de todas as
outras abelhas (Michener 1944, 1974, 1979, Engel 2001). Alexander e Michener (1995),
entretanto, através de dados morfoldgicos propuseram novas hipdteses quanto a seu
posicionamento, uma vez que foi duvidoso o posicionamento dependendo do tipo de analise da
matriz de dados (Michener 2007, Almeida e Danforth 2009). Danforth et al. (2006a) propés,
atraves da reandlise dos dados morfoldgicos de Alexander e Michener (1995) adicionados a
dados moleculares, que Colletidae seria o grupo derivado entre as abelhas, posicionando
Mellitidae na base da arvore (Danforth et al. 2006a e b).

A parede da célula de cria revestida com uma substancia parecida a celofane,
caracteristicas Unicas do aparelho bucal, e a presenca de um Unico intron na copia F1 do gene
elongation fator-lo sdo consideradas fortes sinapomorfias que sustentam a monofilia de
Colletidae (excluindo Stenotritinae pela classificagdo classica do Michener (1944) (McGinley
1980, Brady e Danforth 2004, Danforth et al. 2006a, 2006b, Almeida 2008a, Almeida e
Danforth 2009). A partir de uma hip6tese filogenética bem embasada, Almeida e Danforth
(2009) propuseram entdo a classificacdo de Colletidae dividida em sete subfamilias: Colletinae,
Euryglossinae, Diphaglossinae, Hylaeinae, Paracolletinae, Scrapterinae e Xeromelissinae.
Entretanto esse mesmos autores comentaram o posicionamento dos géneros Paracolletes e

Callomelitta como inserto em Paracolletini sensu Michener, que foi considerado parafilético e
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tratado como ‘Paracolettinae’ (Almeida e Danforth 2009, Almeida 2008b). Na auséncia do
género tipo da subfamilia 0 nome Neopasiphaeinae Cockerell 1930 foi adotado para o clado
Paracolletinae menos Paracolletes (Almeida et al. 2012). A classificacdo proposta mais recente
(Almeida et al. 2012) considera o grupo com oito subfamilias: Colletinae, Callomelittinae,
Diphaglossinae, Euryglossinae, Hylaeinae, Neopasiphaeinae, Scrapterinae e Xeromelissinae;
Paracolletes é tratado como incertae sedis dentro de Colletidae, uma vez que ndo posiciona-se
em nenhuma das subfamilias, embora os autores comentem sua relagdo préxima com

Diphaglossinae.

Colletidae é um grupo heterogéneo de abelhas com distribuicdo cosmopolita, com
ocorréncia predominantemente no hemisfério sul. Apresenta 2423 nomes validos de espécies
(Ascher e Pickering, 2010) e sua diversificacdo inicial teve inicio no fim do periodo Cretéceo a
cerca de 70 milhdes de anos antes do presente no continente de Gondwana, antes de sua
completa separacdo com a Australia via Antartica (Almeida et al. 2012). A presenca de
Scrapterinae no sul da Africa pode ser explicada por um Unico processo de dispersdo ocorrido
entre Australia e Africa, enquanto as demais linhagens tiveram varios ciclos de intercambio
entre América do Sul e Austrdlia via Antartica ainda no periodo em que esse continente
apresentava florestas subtropicais. A diversificacdo do grupo nesses dois continentes resultou
das mudancas climaticas e aridificacdo o que também resultou na diversificacdo de suas floras
(Almeida et al. 2012).

O género Protodiscelis Brethes, 1909 pertence a subfamilia Paracolletinae sensu
Silveira et al. (2002) ou a subfamilia Neopasiphaeinae sensu Almeida et al. (2012). O género é
caracterizado pelo alongamento pouco usual dos palpos maxilares, labro diferenciado alongado
e com projecBes laterais e pelos extremamente plumosos no metassoma, coxa, trocantes e
fémur. No Brasil estdo representadas quatro espécies descritas: P. alismatis (Ducke, 1909) P.
palpalis (Ducke 1909) P. echinodori Melo 1996, P. spathigera (Michener, 1989) e algumas
espécies ainda ndo descritas, incluindo uma amostrada durante a realizacdo dessa tese. Todos 0s
representantes do género sdo oligolético em flores de Alismataceae (Melo 1996, Carvalho e
Schlindwein 2011). Neopasiphaeinae divergiu das outras linhagens de Colletidae por volta de

49 Ma e teria origem no sul da América do Sul (Almeida et al. 2012).
3. Sobre a atratividade de Megalopta a odores florais

Adicionalmente aos trabalhos desenvolvidos no sistema Protodiscelis-Alismataceae, foi
realizado um trabalho com atratividade de abelhas de Megalopta a odores florais. Embora o
sistema seja muito diferente, é importante para o entendimento da funcéo das pistas de odor no

encontro entre parceiros mutualistas.
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3.1. Como encontrar flores a noite?

Espécies de abelhas que forrageiam em baixa intensidade luminosa sdo reportadas em
cinco familias de abelhas, das quais quatro delas apresentam representantes com comportamento
noturno obrigatdrio, que se desenvolveu independentemente pelo menos 19 vezes dentro das
linhagens de abelhas (Wcislo e Tierney 2009). Esse comportamento teria surgido em respostas
as pressoes de predacdo e parasitismo (Wcislo et al. 2004), e competicdo por recursos limitados
(Kelber et al. 2006, Somanathan et al. 2008). Em resposta a essa mudanca de nicho, adaptacdes
principalmente quanto a visdo tém sido estudadas (revisdo em Warrant 2008). Em estudos com
Megalopta genalis e Xylocopa tranquebarica sabe-se que a marcas visuais sdo aprendidas e que
auxiliam a abelha a encontrar novamente seu ninho depois de uma viajem de forrageio (Warrant
et al., 2004, Greiner et al., 2007b, Somanathan et al., 2008). Para enxergar com baixa
luminosidade Megalopta sacrificou seu poder de visdo acuida (visdo de detalhes) bem como
diminuiu a percepcéo de cores (Warrant et al., 2004, Theobald et al. 2007). Entretanto os sinais
que conduzem as abelhas noturnas as flores, ainda ndo era bem conhecido (Carvalho et al.
2012).

Em varios outros sistemas de polinizagcdo noturnos, os odores florais sdo importantes
marcas de encontro entre parceiros (Raguso e Wills 2002, Dobson 2006). Por razbes das
limitacOes da visdo sob baixa luminosidade e a exacerbada producdo de odores por flores com
antese noturna, a qualificacdo e experimentos de atracdo foram melhores descritos para
polinizadores noturnos (Dobson 2006). Na sindrome de quiropterofilia, sabe-se, por exemplo,
gue compostos sulfurosos tém importante papel na atracdo dos morcegos (Knudsen e Tollsten
1995). Na esfingofilia, sesquiterpenos oxigenados sdo comuns a varias espécies de plantas
polinizadas por essas mariposas (Dobson 2006). Nos neotrépicos, é bem documentado que
flores polinizadas por besouros Cyclocephalini produzem grande quantidade de odores
volatilizados pela termogénese floral em espécies de Annonaceae e Araceae (revisdo em
Dobson 2006). Entretanto sobre compostos produzidos por flores polinizadas por abelhas

noturnas pouco é conhecido.

Abelhas de Megalopta Smith 1853 (Halictidae, Augochlorini) sdo abelhas de habitos
crepusculares e noturnos. Adaptaram-se a um nicho extremo entre as abelhas (Warrant et al.
2004, Wecislo e Tierney 2009). Sdo reconhecidas 26 espécies distribuidas principalmente nos
neotrépicos desde o México central até o norte da Argentina (Moure et al. 2007 e referéncias
desse livro), além de vérias espécies ainda ndo descritas (Leandro M Santos comunicacéo
pessoal). Constroem ninhos em madeira morta especialmente de lianas e galhos geralmente
dentro de &reas de floresta (Wcislo e Tierney 2009). Apresentam comportamento social

complexo, tendo algumas espécies como facultativamente eusociais (Smith et al. 2003, 2008).
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Espécies desse género sdo pouco representadas em cole¢Ges entomoldgicas devido a seu habito
e, por isso, pouco se conhece sobre sua biologia (Wcislo e Tierney 2009).

Dados sobre fontes de recurso floral para espécies de Megalopta sdo escassos, mas
sabe-se que as espécies sdo poliléticas (Willian Wcislo comunicagdo pessoal). Janzen (1968)
sugeriu que as espécies de Megalopta forrageiam no alto das copas das arvores entretanto
somente confirmou Megalopta centralis coletando p6len em Solanum sp. (Solanaceae), néctar
em Calathea insignis (Marantaceae), e polen de Ipomoea trifida (Convolvulaceae) espécies do
sub-bosque (Janzen 1968, 1983). Bulock et al. (1987) reportou fémeas de uma espécie de
Megalopta coletando pdlen em uma espécie primariamente esfingofila, Ipomoea wolcottiana
(Convolvulaceae) no México. Mori e Boeke (1987) argumentaram que M. genalis é o
polinizador mais provavel de Gustavia augusta (Lecythidaceae) na Guiana Francesa, onde as
abelhas foram observadas vibrando as flores. No Panama, Wolda e Roubik (1986) coletaram um
grande namero de Megalopta em armadilhas de luz colocadas no alto das copas de Tachigalis
versicolor (Fabaceae), sugerindo que flores dessa espécie seria recurso chave para espécies de
Megalopta. Hopkis et al. (2000) observaram que Parkia velutina (Fabaceae) é primariamente
polinizada por espécies de Megalopta que coletam polen nas inflorescéncias da espécie. Esses
autores discutiram também que Parkia multijuga também seria polinizada por Megalopta,
embora o nimero de visitas observadas tenha sido muito pequeno. Espécies de Megalopta
também foram observadas coletando polen em varias espécies polinizadas primariamente por
besouros ou morcegos (Gostsberger 1991, Listabarth 1996, Roulston 1997). Em varios desses
casos observados hd mencdo sobre o forte odor das flores. Entretanto, a funcéo especifica de

compostos individuais na atratividade dessas abelhas ficou desconhecida.
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5. Manuscritos

A seguir seguem manuscritos de quatro artigos, um dos quais ja publicado em revista
cientifica internacional. Os manuscritos sao apresentados em formato de artigo cientifico o mais
fiel possivel as normas de cada revista escolhida, salvo limitag6es impostas pelo formato de
tese. Tabelas e figuras sdo apresentadas ao final de cada manuscrito.
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A ser submetido a revista Annals of Botany
ARTIGO ORIGINAL

Titulo

Abelhas oligoléticas e amplamente poliléticas como polinizadores de Echinodorus

(Alismataceae) em alagados temporéarios da Caatinga, Brasil

Airton Torres Carvalho®” e Clemens Schlindwein?
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Titulo corrido: Carvalho e Schlindwein- Polinizacdo de Echinodorus (Alismataceae)
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RESUMO
Conhecimento prévio e objetivos: Interagdes especializadas entra abelhas oligoléticas,
especialistas na coleta de polen, e plantas aquéaticas em ambientes efémeros como em
corpos de dgua na semi-arida Caatinga do Brasil sdo raras. A erva aquatica Hydrocleys
martii (Alismataceae) mantem uma interacdo interdependente com a abelha oligolética
Protodiscelis palpalis nesses ambientes. Estudamos a polinizacéo da espécie
Echinodorus palaefolius (Alismataceae) e de outras espécies do género que também
ocorrem nesses alagados e amostramos visitantes florais ao longo de mais de mil
quildmetros na Caatinga com o objetivo de avaliar se também existe uma dependéncia
com polinizadores especializados.
Métodos: O estudo detalhado da biologia floral de E. palaefolius foi conduzido em
quatro alagados de Pernambuco, Brasil. Polinizagdes controladas e observaces em
campo e em jardim experimental foram conduzidas. Determinamos a estabilidade da
relacdo de Echinodorus com polinizadores em 41 alagados de seis Estados no semi-
arido brasileiro.
Principais Resultados: Echinodorus palaefolius tem flores com morfologia simples e
recursos em abundancia fornecidos aos visitantes florais por um curto e imprevisivel
periodo do ano. S0 autoincompativeis e dependem de visitas de abelhas para formacao
de frutos. Ao contrario do esperado, foram visitadas frequentemente por abelhas de
apenas trés espécies: a oligolética Protodiscelis alismatis, e Apis mellifera e Trigona
spinipes ambas espécies amplamente poliléticas. Essa composicao de polinizadores foi
confirmada nas diferentes regides da Caatinga.
Conclusoes: A interacdo entre P. alismatis e E. palaefolius é altamente especializada,
semelhante aquela entre P. palpalis e H. martii. Consideramos E. palaefolius menos
dependente reprodutivamente do polinizador oligolético do que H. martii, porque
abelhas amplamente poliléticas poderiam substitui-lo em caso da sua auséncia.
Entretanto, abelhas de P. alismatis foram ausentes apenas em um alagado, revelando a
associacdo com E. palaefolius como altamente estavel na Caatinga. Além disso, 0s
dados indicam que P. alismatis é o principal polinizador de todas as espécies de
Echinodorus ocorrentes na regiao semiarida do Brasil.
Palavras-chave: Polinizacdo, Echinodorus, Alismataceae, abelhas oligoléticas,

especializacdo, generalizagdo, Caatinga, semiarido, Brasil, Protodiscelis, Colletidae.
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INTRODUCAO

A Caatinga da regido semi-arida brasileira € caracterizada por longa estacao seca,
imprevisibilidade de chuvas e baixa amplitude térmica anual (Andrade-Lima 1981;
Sampaio 1995; Prado 2003). Sua vegetacdo caracteristica € dominada por arbustos,
arvores com folhas deciduas e plantas suculentas. Durante o curto periodo chuvoso, o
estrato herbaceo desenvolve-se, rios e riachos intermitentes correm e corpos de dgua
temporarios se formam. Esses ambientes alagados abrigam durante um curto periodo do
ano comunidades peculiares de espécies aquaticas ilhadas (Maltchik e Pedro 2001;
Maltchik e Medeiros 2006). Sua formacao e duracdo depende essencialmente do volume
de &gua precipitada que é, contudo, altamente imprevisivel entre anos (Maltchik 1999).

Macrofitas da familia Alismataceae sensu lato (incluindo Limnocharitaceae)
(APGIII 2009) sdo elementos comuns em ambientes aquaticos na caatinga (Haynes e
Holms-Nielsen 1992; 1994; Matias 2007; 2010, Matias e Irgang 2006; Matias e Soares
2011). Representantes de cinco géneros de Alismataceae ocorrem em areas alagadas na
caatinga: Sagittaria (4 spp.) (Matias e Irgang 2006; Matias 2010), Echinodorus (10
spp.) (Matias 2010), Helanthium (uma espécie) (Matias 2007; Matias 2010),
Limnocharis (1 spp.) (Haynes e Holm-Nielsen 1992; Matias e Soares 2011) e
Hydrocleys (3 spp.) (Haynes e Holm-Nielsen 1992). Todas essas espécies apresentam
flores caracteristicamente melitéfilas, embora pouco seja conhecido sobre sua ecologia.

Nos alagados efémeros da Caatinga, habitat natural dessas espécies aquaticas de
Alismataceae, interacdes com polinizadores especializados e autoincompatibilidade
genética ndo sdo esperadas, uma vez que r-estrategistas sS40 mais comuns a esses
ambientes (Baker 1974; Johnson e Steiner 2000). Inesperadamente, foi demonstrada
interdependéncia reprodutiva entre abelhas da espécie Protodiscelis palpalis

(Colletidae, Neopasiphaeinae) e a erva aquatica Hydrocleys martii em alagados
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temporarios da Caatinga (Carvalho e Schlindwein 2011). Protodiscelis palpalis é
estreitamente oligolética (veja Robertson 1925; Cane e Sipes 2006) nessas plantas, o
que significa que as fémeas alimentam as crias exclusivamente com p6len de
Hydrocleys (Carvalho e Schlindwein 2011).

Abelhas do género Protodiscelis foram documentadas como oligoléticas em
Alismataceae sensu lato (Melo 1996; Vieira e Lima 1997; Carvalho e Schlindwein
2011). Abelhas da espécie Protodiscelis echinodori foram os polinizadores mais
frequentes de Echinodorus grandiflorus (sinbnimo de Echinodorus grandiflorus subsp.
grandiflorus) e Echinodorus floribundus (sindnimo de Echinodorus grandiflorus subsp.
aureus (Vieira e Lima 1997; ver Lehtonen 2008) no Cerrado de Minas Gerais. Além
disso, individuos dessa espécie também foram documentados como visitantes florais de
E. grandiflorus em S&o Paulo (Pansarin e Pansarin 2011). Machos e fémeas de
Protodiscelis alismatis até agora foram exclusivamente coletados em flores de
Echinodorus (Alismataceae) (Ducke 1908; 1910; Zanella 2000; Carvalho e Schlindwein
2011) no nordeste do Brasil.

Estudamos a polinizagdo de Echinodorus palaefolius (Ness e Mart) J.F. Macbr.,
uma espécie endémica do nordeste do Brasil (Haynes e Holm-Nielsen 1994; Lehtonen
2008) e perguntamos: qual a sua biologia reprodutiva e quais sdo seus visitantes florais
e polinizadores efetivos? Qual o papel de Protodiscelis alismatis como polinizador da
espécie? Qual é a distribuicdo geografica das relagbes entre Echinodorus e seus

polinizadores na Caatinga? Existe dependéncia entre 0s parceiros?

MATERIAIS E METODOS
Espécie estudada

Echinodorus palaefolius apresenta distribuicdo restrita & porcao oriental do Brasil
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(Haynes e Holm-Nielsen 1994; Matias 2007; Lehtonen 2008). Trata-se de uma planta
aquética com folhas emersas de tamanho e forma variaveis (de arredondada a ovalada),
com tricomas simples e peciolo semicircular (Matias 2007; Lehtonen 2008). Marcas
translicidas na regido pelicida da folha sdo, quando presentes, de dificil visualizag&o.
As inflorescéncias sdo racemosas paniculiformes com numerosas flores
aproximadamente triangulares de pétalas brancas dispostas em varios verticilios. Doze
estames dorsifixos com anteras de deiscéncia rimosa circundam 0s numerosos carpelos
livres, fixados em um receptaculo semicircular. Os frutos sdo aquénios. As sépalas sao
persistentes e protegem o fruto em desenvolvimento. A espécie € comum no Nordeste
do Brasil e cresce principalmente em alagados rasos efémeros ou na margem de rios
intermitentes.
Local do estudo
A biologia reprodutiva de E. palaefolius foi estudada detalhadamente em quatro
alagados efémeros da micro-bacia hidrografica do Riacho da Luiza, bacia do Rio
Ipanema, afluente do Rio S&o Francisco. Dois dos alagados localizam-se no Municipio
de Venturosa, localidade “Carrapateira” (8° 36'41" S, 36 ° 51'24" W, 560m) e dois no
municipio de Pedra, localidade “Fazenda Gentio” (8°39' S, 36 ° 52'22" W, 540m),
Estado de Pernambuco, Brasil. A regido é caracterizada por apresentar remanescentes de
cobertura original de Caatinga arbdrea inseridos em amplas areas de pastagem com
arbustos, resultado de atividade de pecuaria. A precipitacdo média anual é de 550 mm,
dos quais mais de 80% se concentram entre fevereiro e abril. A temperatura média anual
é de 22,9° C (CPTEC 2012).

Cinquenta individuos removidos desses alagados foram replantados em aquérios e
acondicionados em um jardim experimental localizado no Meliponario do Senhor

Rodrigo Otavio Carvalho, municipio de Camaragibe, Pernambuco, para coleta de dados
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adicionais. Aquérios de 50 € preenchidos com 20 € de uma mistura de 1:1de areia
lavada e terra vegetal foram usados como substrato de replantio. Um ou dois individuos
foram acondicionados por aquério. A regido onde se localiza o jardim experimental
apresenta vegetacdo semi-natural de Floresta Atlantica, com presenca de plantas
frutiferas e ornamentais cultivadas. Localmente ndo ocorrem espécies do género
Protodiscelis (Carvalho e Schlindwein 2011).

Morfologia, antese, nimero de flores e fenologia

A descricdo detalhada da morfologia floral e contagens de flores e partes florais foram
obtidas a partir de flores e inflorescéncias frescas no campo e/ou oriundas de individuos
replantados. Trinta inflorescéncias foram medidas e em 100 individuos foi determinada
a quantidade de ramificagdes laterais (verticilios). A longevidade das inflorescéncias foi
determinada a partir de 15 racemos marcados no campo.

O decorrer da antese floral foi acompanhado em 10 inflorescéncias, das quais
cinco foram ensacadas para verificacdo do horério de abertura e longevidade das flores
ndo visitadas e visitadas, totalizando 58 flores observadas. A receptividade estigmatica
foi verificada com perdxido de hidrogénio e permanganato de potassio (Kearns e Inouye
1993).

Para a verificacdo do numero de flores produzidas por dia, 150 inflorescéncias
foram marcadas aleatoriamente e o nimero de flores abertas foi contado. O namero total
de flores produzidas por inflorescéncia foi determinado a partir de 11 plantas escolhidas
ao acaso. Foi contado o nimero de frutos, pedicelos, flores abertas e botdes florais.

A fenologia de E. palaefolius foi determinada nos alagados em Pedra e
\enturosa através de observac@es mensais durante dois anos. A intensidade de floracao
foi estimada visualmente em uma escala arbitraria de 0 a 100% dividida por quatro e

por fotografias tiradas do alagado. Os dados de pluviosidade mensal no municipio de
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Pedra durante os dois anos de monitoramento de fenologia foram adquiridos em CPTEC
(2012).

Razéo pdlen/évulo e volume de néctar

O namero de gréos de pdlen por flor foi determinado a partir de 15 botdes florais
fixados em &lcool 70%, oriundos de diferentes individuos. As anteras foram removidas
e maceradas dentro de tubos tipo Eppendorf, aos quais foi adicionado 0,5 ml de acido
latico glicerinado 3:1. Ap6s homogeneizagdo em agitador vortex, aliquotas da solucéo
foram contadas em cdmara de Neubauer. O nimero de carpelos e anteras por flor foi
determinado a partir de 50 flores observadas sob estereomicroscopio. A partir das
contagens realizadas foi determinada a razéo pélen/ovulo.

O volume de néctar foi medido em 60 flores de 25 inflorescéncias previamente
ensacadas. A partir do inicio da antese, dez flores de diferentes inflorescéncias eram
removidas a cada hora, entre as 7:00 e 12:00 h, e o volume de néctar medido com
auxilio de microcapilar de 0,5 pul de volume fixo (minicaps, Hischmann® Laborgerate,
Eberstadt, Alemanha). O volume foi determinado pela multiplicacdo do comprimento
total da coluna do microcapilar pelo comprimento da coluna de néctar, dividido pelo
volume do capilar.

Sistema reprodutivo e frutificacéo natural

Em inflorescéncias previamente ensacadas foram realizados testes para verificagdo do
sistema reprodutivo. Em flores marcadas foram feitos os experimentos de
autopolinizacdo manual (N=90), autopolinizacdo geitonogamica (N=30) e polinizacédo
manual cruzada (N=75), no qual flores foram polinizadas com pélen de outros
individuos, distantes no minimo 15 m. Para verificacdo da formagdo espontanea de
frutos, dois experimentos foram realizados: 110 botdes florais foram marcados e

ensacados sem manipulacdo; 30 inflorescéncias jovens sem nenhuma flor aberta foram
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somente ensacadas e ndo mais manipuladas. Apos 30 dias do inicio dos experimentos
foi contado o numero de pedicelos (em caso de flores caidas, sem formar frutos); no
total, 1.291 flores foram monitoradas.

O sucesso reprodutivo de E. palaefolius foi medido em condig¢des naturais nos
alagados da Fazenda Gentio e da Carrapateira (205 botdes) e no jardim experimental de
Camaragibe (90 bot6es). Para tal, flores acessiveis aos visitantes florais foram marcadas
com linha de costura. Em condicGes naturais, as flores eram visitadas por Protodiscelis
alismatis e outras abelhas (ver resultados) enquanto que no jardim experimental as
flores foram visitadas por Trigona spinipes, Plebeia cf. flavocincta, Plebeia sp. (grupo
minima), Partamona cf. litoralis (Apidae, Meliponini) e Dialictus sp. (Halictidae,
Halictini).

Nos experimentos com flores marcadas, alguns frutos e pedicelos ndo puderam
ser recuperados nos alagados. Para todos os experimentos, 0 nimero de aquénios foi
contado discernindo aqueles com semente desenvolvida dos demais.

Comportamento e frequéncia de visitantes florais

A frequéncia de visitantes florais foi determinada a partir de 60 flores observadas
durante 30 mim por hora durante trés dias ndo consecutivos por trés observadores. Os
dados foram coletados em dois alagados, um em Pedra outro em Venturosa, em agosto
de 2009. Na contagem de visitas foi registrado se 0s insetos coletaram néctar e/ou
polen, discernindo entre machos e fémeas. O comportamento dos visitantes foi filmado
para analise em camera lenta.

Machos de P. alismatis foram marcados individualmente no mesossoma com
caneta Edding 480 e observados por trés dias em agosto de 2009. A frequéncia de
patrulha de machos foi determinada em seis inflorescéncias, através da contagem de

sobrevoos em flores.
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Além disso, visitantes florais de espécies de Echinodorus foram coletados em
outros 41 alagados temporarios em seis estados do Nordeste do Brasil, no periodo
compreendido entre fevereiro de 2008 e outubro de 2009 (ver Tabela 2; Fig. 1). Cada
alagado foi inspecionado por duas horas por uma manha, quando foram coletados os
visitantes florais com rede entomoldgica para determinar o espectro dos visitantes e a
espécie visitante predominante. Amostras das plantas foram herborizadas e identificadas
com auxilio de chaves de identificacdo para as espécies do género (Haynes e Holm-
Nielsen 1994; Matias 2007; 2010; Lehtonen 2008).

RESULTADOS

Morfologia, antese e recursos florais
Echinodorus palaefolius € uma erva robusta com até 80 cm de altura. As flores em
forma triangular séo brancas e dispostas em inflorescéncias paniculiformes (Fig. 2 A). O
comprimento das inflorescéncias varia entre 40 — 170 cm (média = 0,83, dp =35 cm; n
= 30). Formam até quatro ramificacOes laterais (verticilios), mas a maioria (69%)
somente apresenta flores diretamente nos eixo laterais (n = 100). As flores séo
hermafroditas com androceu formado por 12 estames dorsifixos (n = 50) (Fig. 2 C e D).
O gineceu é formado por 110,2 + 21,7 carpelos (méximo 158; minimo 75; n = 50)
afixados em um receptaculo semicircular com apice acuminado. Cada carpelo
geralmente porta um évulo, havendo esporadicamente a presenca de um segundo 6vulo
rudimentar. O estigma localiza-se no apice acuminado do carpelo e as anteras sao
expostas lateralmente.

As flores abriram lentamente entre 5:30 e 7:00 hs e fecharam entre 13:30 e 14:00
hs, tendo assim uma longevidade entre sete e oito horas. Flores na mesma inflorescéncia
abriram no mesmo horério, entretanto, o horario de abertura varia entre individuos

(n=10). Na auséncia de visitacdo, as flores permaneceram abertas por uma hora mais.

49



176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

Na abertura das flores, os estigmas j& foram receptivos, mas as anteras ainda estiveram
fechadas (Fig. 2 D). Essas abriram e apresentaram os grdos de pdlen somente apos de
um toque mecanico. Depois das 10:00 H as anteras abriram sem estimulo mecanico.
Apos a primeira visita de uma abelha antes desse horério, todas as anteras abriram.

A flor apresenta trés nectérios localizados na base das sepalas, onde também se
acumula o néctar (Fig. 2 B). As flores observadas mantiveram produc¢éo continua de
nectar por toda antese. A média do volume de néctar acumulado por flor ao fim da
antese foi de 0,26 ul (dp = 0,05 pul, n =10) (Fig. 3). Os graos de polen sdo pantoporados,
pequenos e esferoidais, com didmetro médio de 20,0 um (dp = 1,2um; n = 20). Cada
flor produziu em média 225.312 grdos de pélen (dp = 43.659; n = 15).

A longevidade das inflorescéncias variou entre 18 e 45 dias (n = 15). Em média,
cada inflorescéncia disponibilizou 7,6 flores por dia (dp = 6,5; minimo = 0; maximo =
38; n = 150) e produziu 241,8 flores ao longo do periodo de floracdo (dp = 101,2;
minimo = 109; maximo = 406; n = 150).

A fenologia da populacédo estudada foi regida pelo nivel e presenca de agua nos
alagados. Em 2008, a populacéo iniciou a floracdo na segunda metade de marco e
permaneceu florada até a segunda metade do més de agosto, tendo pico de floracdo na
primeira metade de julho. Em 2009, a populacéo apenas comecou a florescer na
segunda metade de maio, atingiu o pico de floracdo na primeira quinzena de agosto e
somente finalizou a floracdo em novembro (Fig. 4). Nos dois anos de observacéo, a
populacdo de E. palaefolius no municipio de Pedra apresentou um pico de floracdo que
se estabeleceu cerca de 120 dias ap6s 0 més mais chuvoso do ano. As plantas
permaneceram verdes até que o alagado estivesse totalmente seco, 0 que ocorreu no més
de setembro em 2008 e novembro em 2009. Com a estiagem, as folhas dos individuos

no alagado seco murcharam, embora as inflorescéncias tenham permanecido eretas. Os
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aquénios foram liberados com movimento das inflorescéncias secas ao vento. O rizoma
de E. palaefolius pode se manter viavel até a estacdo chuvosa seguinte, entretanto,
vérias novas plantulas foram observadas a cada nova estagdo. Observagdes no jardim
experimental mostraram que plantas adultas permaneceram vivas por todo o periodo de
observacao (dois anos), desde que o nivel da &gua dos aquarios fosse mantido estavel (n
= 5). Em aquarios que foram esvaziados, as folhas e caules murcharam ap6s oito a doze
dias. Reidratados apds dois meses, 0s rizomas rebrotaram novamente (n = 5).
Sistema reprodutivo
As populacdes estudadas de E. palaefolius foram autoincompativeis (Tab. 1). Das 83
flores autopolinizadas manualmente, somente cinco formaram frutos que portaram em
média apenas 4,4 £ 2,6 (DP) aquénios. Nao houve formacdo de frutos através de
polinizacdo geitonogamica e somente uma entre 1.291 flores ensacadas desenvolveu um
fruto. A taxa de frutificacdo foi muito alta apds polinizacdo cruzada manual (99%), com
producdo média de 115 = 21 (DP) aquénios por flor (Tab. 1). Ataxa de frutificacdo
observada em flores acessiveis aos visitantes florais foi alta, com o0 nimero de aquénios
formados por fruto semelhante aquele das flores cruzadas manualmente (Tab. 1).
Fémeas de P. alismatis pousaram no centro da flor e a cada visita coletaram néctar
nos trés nectarios. Durante a visita, descreveram um movimento circular caracterizado
por trés paradas, a cada 120° de angulo deslocado, o que coincide com a posigdo dos
nectarios das flores. Durante toda a visita floral, as fémeas bateram o metassoma nas
anteras em alta frequéncia, coletando o p6len e produzindo um som audivel. Os graos de
polen ficaram aderidos nos pélos extremamente plumosos localizados nos externos do
metassoma, coxas e fémures das pernas posteriores das fémeas. Em flores com anteras
fechadas, no inicio da antese, 0 toque mecanico das abelhas nas anteras provocou a

abertura das tecas.
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As operérias de T. spinipes pousaram nas pétalas, deslocaram-se até o centro da
flor e tomaram néctar em um dos nectarios. Depois coletaram p6len com as pernas
anteriores e mandibulas e pairaram no ar repetidamente para transferir os gréos de polen
para as corbiculas das pernas posteriores. As operérias de Apis mellifera mostraram
comportamento semelhante, entretanto, transferiram os gréos para as corbiculas mais
frequentemente quando ainda pousadas nas flores. Por vezes foi observado que
operérias de T. spinipes coletaram e transferiram anteras inteiras para as corbiculas.

Os machos de P. alismatis patrulharam as flores em busca de fémeas co-
especificas. Varias copulas foram observadas nas flores de E. palaefolius. Os machos
seguiram rotas de patrulha e verificaram visualmente as flores nas inflorescéncias da
base para o apice, sem pousar nas flores. A patrulha foi mais intensa no inicio da antese
(Fig. 7). Os machos visitaram flores em busca de néctar, principalmente no inicio da
antese (entre 7:30 — 8:30h). Varios deles foram observados com a parte ventral do corpo
coberta de gréos de pdlen. Ao se alimentarem de néctar, 0s machos apresentaram
comportamento semelhante as fémeas, embora ndo movimentassem o metassoma tal
como elas. Ao tocarem as anteras com as pernas e metassoma, 0s machos de P. alismatis
provocaram a abertura das anteras. Normalmente, ap6s uma visita em flores com anteras
ainda fechadas, todas as tecas abriram-se.

No jardim experimental em Camaragibe, onde ndo haviam individuos de P.
alismatis, as flores de E. palaefolius foram intensamente visitadas por Trigona spinipes,
Plebeia cf. flavocincta, PI. sp. (grupo minima), Partamona cf. litoralis (Meliponini) e
Dialictus sp. (Halictidae). As flores foram visitadas em média 22 vezes (dp =4,8; n=
17). Os visitantes mais frequentes foram T. spinipes e PI. flavocincta. No jardim
experimental, foi observada uma taxa de frutificagdo de 58% e um nimero médio de 85

aquénios por flor (dp = 6) (Tab. 1).
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Visitantes florais

Abelhas de cinco espécies visitaram as flores de E. palaefolius em Pedra e
Venturosa. Abelhas de Protodiscelis alismatis foram os visitantes florais mais
frequentes, seguido de operérias de Apis mellifera e Trigona spinipes (Apidae) (Fig. 5).
Abelhas de Dialictus sp. (Halictidae) e Plebeia cf. flavocincta (Apidae) visitaram as
flores somente esporadicamente. Em média, cada flor foi visitada 30 vezes durante a
antese (dp = 12; n = 20). Abelhas de P. alismatis foram responsaveis por 81% das visitas
florais (Fig. 5). O pico de visitagdo ocorreu entre 10:00 — 10:30h e cerca de 30% de
todas as visitas deram-se nesse horério (Fig.6).

Visitantes florais de espécies de Echinodorus em outros alagados da Caatinga

Foram coletadas seis espécies do género Echinodorus nos 41 alagados
inspecionados. A espécie mais comum foi E. palaefolius, encontrada em 61% dos
alagados, seguida de E. subalatus (Mart.) Griseb. (32%). Plantas de E. pubescens
(Mart.) Seub. ex Warm., E. glandulosus Ratja, E. cf. paniculatus Micheli e de uma outra
espécie ndo identificada (Echinodorus sp.) foram encontradas somente uma vez. Em
apenas dois alagados foram encontradas populacdes sintopicas de duas espécies de
Echinodorus: em Jacobina do Piaui — E. cf. pubescens e E. subalatus; e em um dos
alagados de Pedra — E. subalatus e E. palaefolius (Tab. 2).

Abelhas de apenas cinco espécies, as mesmas registradas nos alagados de Pedra e
\enturosa, foram também encontradas visitando as flores de outras espécies de
Echinodorus em alagados por uma ampla faixa da Caatinga: Protodiscelis alismatis,
Trigona spinipes, Apis mellifera, Plebeia cf. flavocincta e Dialictus sp. Em flores de
todas as espécies de Echinodorus foram registrados abelhas de P. alismatis. Em 39 dos
alagados (95% do total), as abelhas de P. alismatis foram os visitantes florais mais

abundantes. Nos dois alagados restantes, operarias de A. mellifera foram os Gnicos
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visitantes. Operérias de T. spinipes e A. mellifera foram amostradas em 76% e 71% dos
alagados, respectivamente. Em 60% dos alagados P. alismatis, T. spinipes e A. mellifera
foram amostrados sintopicamente e em mais da metade dos alagados (54%), essas trés
espécies foram visitantes exclusivos de Echinodorus (Fig. 8, 9).

As flores das outras espécies de Echinodorus foram visitadas pelas mesmas
espécies de abelhas registradas em E. palaefolius. Também nessas flores, abelhas de
Protodiscelis alismatis foram os visitantes florais mais abundantes (Tab. 2).

DISCUSSAO
Echinodorus palaefolius e Protodiscelis alismatis interagem num sistema especializado
de polinizagéo?
Observamos nas populacdes de Echinodorus palaefolius em ambientes efémeros uma
interacdo com polinizadores que se insere nos dois extremos das discursdes sobre
especializacdes e generalizacdes em sistemas de polinizacdo (Waser e Ollerton 2006).
Enguanto abelhas de Protodiscelis alismatis sdo estreitamente oligoléticas, especialistas
em polen de flores de Echinodorus (que também as visitam como fonte de néctar),
operarias das duas outras espécies visitantes florais de Echinodorus sdo amplamente
poliléticas (Cane e Sipes 2006) e mostram inimeras relagdes com espécies de plantas
onde coletam recursos (Robertson 1925; Ramalho 2004; Michener 2007). Em estudos
de interacGes entre abelhas e plantas, Apis mellifera e Trigona spinipes sao espécies que
normalmente apresentam relacfes com 30% ou mais das espécies melitofilas de um
dado local (Almeida e Laroca 1988; Aguiar et al. 1995; Schlindwein 1998; Wilms 1995,
Alves-dos-Santos 1999, Aguiar 2003, Schlindwein 2004).

E surpreendente que a mesma composicao de trés espécies de visitantes florais de
Echinodorus — a especialista P. alismatis e as generalistas Apis mellifera e Trigona

spinipes — tenha mostrado tamanha consisténcia na regido semiarida do Brasil,
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repetindo-se na maioria dos alagados temporarios investigados em ampla faixa de
distribuicdo na Caatinga. Interagdes semelhantes também foram documentadas para
duas espécies de Echinodorus no Cerrado, entretanto, o polinizador oligolético nesse
caso foram abelhas de uma espécie cogenérica, P. echinodori (Vieira e Lima 1997).

Outra espécie do género, Protodiscelis palpalis, interage com Hydrocleys martii
num sistema altamente especializado de poliniza¢do na Caatinga (Carvalho e
Schlindwein 2011). Hydrocleys martii ocorre nos mesmos alagados temporarios que
Echinodorus na Caatinga. As associa¢oes H. martii/P. palpalis e Echinodorus/P.
alismatis sdo muito semelhantes e caracterizam-se por a) predominancia de visitas
florais de espécies oligoléticas de abelhas, b) alta sincronizacao fenologica e visitas dos
polinizadores duracéo o inicio da antese, c) visitas florais dos machos ja antes ou logo
no inicio da antese e patrulhas de machos nas flores com inspecdes florais sem visitas,
d) flores séo locais de acasalamento, e) abelhas de Protodiscelis sdo polinizadores
efetivos e f) as fémeas coletam pdlen e néctar.

As flores de Hydrocleys martii, diferentemente daquelas de Echinodorus,
possuem uma camara de pélen formada por estaminddios que circundam os estames
férteis e 0s nectarios. Os grdos de pdlen e o néctar na camara sdo acessiveis somente a
abelhas de Protodiscelis palpalis e, desta maneira, formam um filtro que exclui as
demais espécies de abelhas. Desta forma, existe interdependéncia reprodutiva nessa
associacgdo (Carvalho e Schlindwein 2011). Carente de estaminodios protetores, as
flores de Echinodorus apresentam morfologia simples. Os recursos florais sdo
abundantes e de facil acesso para todos 0s potenciais visitantes florais. Nosso estudo
mostra, inesperadamente, que o espectro dos visitantes de E. palaefolius e das outras
espécies de Echinodorus € muito pequeno nos alagados temporarios da Caatinga. As

outras duas espécies encontradas nas flores de Echinodorus, Apis mellifera e Trigona
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326 spinipes, devem ser as abelhas mais comuns e hoje mais amplamente distribuidas no
327 Brasil (Silveira et al. 2002). Entre as espécies altamente eussociais, sdo as que

328 apresentam o maior nimero de operarias por col6nia (Michener 1974; 2007). Operarias
329  de A. mellifera e T. spinipes recorrem a diversas plantas em sua dieta alimentar,

330 inclusive as flores de Echinodorus, ainda que em visitas quantitativamente pouco

331 expressivas. Como as operarias de Apis mellifera e Trigona spinipes também séo

332 polinizadores efetivos das flores de Echinodorus, estima-se uma redugéo da

333 dependéncia reprodutiva dessas plantas a presenca de P. alismatis. A auséncia de

334 Protodiscelis alismatis ndo diminui expressivamente a capacidade de reproducéo

335  sexuada das plantas. A espécie oligolética de abelha, contudo, depende

336 reprodutivamente das suas plantas hospedeiras, 0 que é comum nessas relagcdes de

337  oligoletia (Minckley e Roulston 2006). O sistema de polinizacdo de Echinodorus

338 entretano é generalista.

339 N&o sabemos por que outras espécies de abelhas ndo visitam as flores de

340  Echinodorus. Talvez a presenca macica das abelhas oligoléticas em sincronia com a
341 abertura das flores de Echinodorus acarrete na remocao rapida de pélen, como

342 demonstrado para Hydrocleys martii (Carvalho e Schlindwein 2011), o que tornaria

343 essas flores pouco atraentes para outras abelhas. As flores de Echinodorus também

344  poderiam apresentar atributos florais ainda ndo identificados que poderiam excluir

345  outros visitantes florais, tal como odores detereentes (Schiestl et al. 2011). Talvez exista
346 protecdo quimica do polen de Echinodorus com compostos do metabolismo secundario,
347  como foi proposto por Praz et al. (2008) para sistemas de polinizacdo com abelhas

348 oligoléticas; estas teriam a capacidade fisiologica de conviver com estes compostos

349  toxicos o que favoreceria a abelha oligolética e excluiria outras espécies para coleta de

350  polen.
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Avaliacdo da oligoletia em P. alismatis

Em praticamente todos os alagados temporarios examinados, bem como em flores
de todas as cinco espécies de Echinodorus investigadas, abelhas de P. alismatis
apresentaram-se como polinizadores efetivos. Infelizmente, ndo encontramos
populacdes das seis outras espécies de Echinodorus citadas para a Caatinga (Matias
2008; 2010, Matias e Soares 2011), pois seria interessante verificar se P. alismatis
também ocorre nas flores dessas espécies. Assim, P. alismatis seria a Gnica espécie
oligolética polinizadora de todas as espécies do género na regido do semiarido
brasileiro. Acreditamos que isto é o caso, considerando a ampla distribui¢do geografica
da associagéo P. alismatis/Echinodorus amostrada (alagados temporarios de seis estados
do Nordeste do Brasil, distantes mais de mil quildmetros).

Abelhas de P. echinodori foram amostradas em flores de espécies de Echinodorus
no Cerrado e na Mata Atlantica do Brasil (Vieira e Lima 1997; Pansarin 2009; Pansarin
e Pansarin 2011), e aparentemente substituem P. alismatis nesses ecossistemas. Seria
interessante determinar as relacfes entre espécies de Alismataceae (especialmente
Echinodorus) e Protodiscelis no sul do Brasil, na Argentina, no Paraguai, no Pantanal e
na Amazonia, a fim de entender os padrdes de distribuicdo biogeogréafica e o historico
dessas relacoes altamente especializadas. Visitantes de espécies de Sagittaria também
devem ser amostradas com o mesmo fim, embora seja conhecido que espécies desse
género sdo polinizadas por varias espécies de insetos nao especializados (e.g.
(Muenchow e Delesalle 1994).

Baker (1974) postulou gue plantas de vida curta e que habitam ambientes
temporarios sdo geralmente autogdmicas e/ou perderam a necessidade de polinizacédo
bidtica. Espécies que vivem em ambientes aquaticos efémeros, como os alagados da

Caatinga, apresentam ampla variagdo do tamanho das populagdes e altas taxas de
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extingdo local, como comprovado para Eichhornia paniculata (Barrett e Husband
1997). Algumas espécies que habitam alagados temporérios, contudo, apresentam
autoincompatibilidade e dependéncia a polinizadores (Barrett e Husband 1997; Alves-
dos-Santos 2002; Alves-dos-Santos e Wittmann 1999; 2000). Nos alagados temporarios
da Caatinga, a tenacidade das abelhas oligoléticas de P. palpalis em flores de H. martii
(Carvalho e Schlindwein 2011), bem como de P. alismatis em flores de Echinodorus
spp. demostra que sistemas de polinizacdo que envolvem abelhas oligoléticas sdo
estaveis nesse tipo de ambiente. Em alguns outros ambientes altamente sazonais com
caracteristicas semelhantes, como semidesertos e estepes, 0 nimero de abelhas
oligoléticas € maior que o observado em areas pouco sazonais (Feinsinger 1983 e
citagdes nesse trabalho)

As populacdes das diferentes espécies de Echinodorus nos alagados temporarios
sdo caracterizadas pela alta densidade das plantas, que durante a floracao fornecem
recursos florais em abundancia as abelhas. O periodo de atividade de voo de P. alismatis
é altamente sincronizado com a floragcdo de Echinodorus, caracteristica comum em
abelhas oligoléticas (Linsley 1958; Feinsinger 1983; Cane e Sipes 2006). Na Caatinga
onde o periodo de chuva pode variar, a umidade de solo ap0s as primeiras chuvas fortes,
deve sincronizar a emergéncia das abelhas com a floracdo de Echinodorus, que inicia
cerca de trés semanas ap0s a reconstituicdo das populacdes nos alagados temporarios
ressurgidos. As coletas de abelhas realizadas em flores de outras espécies de plantas no
entorno dos alagados antes da floracdo de Echinodorus, na época de crescimento
vegetativo desta espécie e ao final de sua floracdo, ndo resultaram em capturas de P.
alismatis.

Nas espécies estudadas de Echinodorus notamos que as anteras permaneceram

fechadas durante as primeiras trés horas da antese, mas disponibilizaram os gréos de
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p6len ap6s um toque mecanico, mesmo antes desse periodo. Esta inducdo da oferta de
polen pode ser um fenémeno geral do género, cujas espécies apresentam morfologia
floral bastante uniforme (Leherton 2008; Pansarin 2009). Abertura de flores com anteras
fechadas também foi observada em outras espécies de Echinodorus (Vieira e Lima
1997; Pasarin 2009; Pansarin e Pansarin 2011), porém ndo foi mencionado se a
deiscéncia das anteras foi relacionada as primeiras visitas florais. Machos de P.
alismatis, geralmente, sdo os primeiros visitantes florais e responsaveis pelo estimulo da
abertura das anteras em quase todas as flores. Esta caracteristica pode estar associada a
estratégia de acasalamento dos machos que visitam as flores com frequéncia somente no
inicio da antese (Carvalho et al. dados ndo publicados ). Durante os intensos voos de
patrulha na busca de fémeas, 0os machos geralmente inspecionam as flores, embora
raramente as visitam durante as patrulhadas. Entretanto no inicio da antese 0s machos
mostram fluxo intenso entre as numerosas flores em sua busca por néctar. Sendo assim é
provavel que desempenhem papel importante na polinizacdo cruzada (Alves-dos-Santos
2002) também em espécies de Echinodorus, ja que ao provocarem a abertura das anteras
ficam com a parte ventral do corpo repleto de graos de polen.
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Tabelas

Tabela 1: Sistema reprodutivo e sucesso reprodutivo de Echinodorus palaefolius apds diferentes tratamentos de polinizagdo controlada
em Pedra, Brasil (média + desvio padrdo). Autopolinizagdo manual - as flores foram polinizadas com o proprio pélen; Autopolinizacao
espontanea - 0s botbes foram marcados e ensacados ou inflorescéncias somente com botdes foram totalmente ensacadas e ap6s 30 dias
os pedicelos das flores foram contados; Autopolinizagdo geitonogamica - flores foram polinizadas com p6len de flores da mesma
inflorescéncia; Polinizacdo cruzada manual - flores foram polinizadas com pdlen de plantas distantes no minimo 15 metros; Controle em
campo - flores foram marcadas e ficaram acessiveis aos visitantes florais; Controle na auséncia de Protodiscelis alismatis - flores foram
marcadas no jardim experimental e ficaram acessiveis aos visitantes florais. Aquénios formados foram contabilizados para cada

experimento.

Tratamento N Flores com Sucesso Aquénios formados
frutos formados % (média + DP)

Autopolinizacdo manual 83 5 6.0 4,4+2.6
Autopolinizacdo espontéanea (inflorescéncias ensacadas) 1291 1 0,08 37
Autopolinizacao espontanea (flores marcadas 101 0 0 0

individualmente)

Autopolinizacdo geitonogamica 27 0 0 0

Polinizacdo cruzada manual 74 73 99 115421

Controle (flores acessiveis aos visitantes florais) 203 165 81,2 105+22

Controle na auséncia de Protodiscelis alismatis 88 51 58 8516
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1 Tabela 2: Visitantes florais de espécies de Echinodorus em 41 alagados em seis estados

2 do Nordeste do Brasil. Na coluna “Espécie mais frequente”: P = Protodiscelis alismatis;

3 A= Apis mellifera; T = Trigona spinipes; O = outras abelhas (Plebeia cf. flavocincta,

4  Dialictus sp.).

Alagados

Ceara
Caucaia
Crato 1
Crato 2
Paraiba
Campina Grande
Pernambuco
Alagoinha
Araripina
Arcoverde
Belo Jardim 1
Belo Jardim 2
Bom Conselho
Buique
Cabrobd
Caruaru
Custédia
Pedra 1
Pedra 2
Pedra 2
Pedra 3
Pedra 4
Gravata
Sanhar6
Santa Filomena
Serra Talhada 1
Serra Talhada 2
Tacaimbo
Venturosa 1
Venturosa 2
Venturosa 3
Piaui
Caracol
Jacobina do Piaui 1
Jacobina do Piaui 1
Jacobina do Piaui 2
Paulistana 1
Paulistana 2
Picos
Rio Grande do Norte
S. Negra do Norte 1
S. Negra do Norte 2
S. Negra do Norte 3
S. Negra do Norte 4
S. Negra do Norte 5
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3 Fig. 1: Pontos de coleta de abelhas em flores de Echinodorus (Alismataceae) no
4 nordeste do Brasil. Mapa base de referéncia do software TrackMaker.

66



O 00 N OO U

10
11

Fig. 2: Echinodorus palaefolius, populagdo do municipio de Pedra, “Fazenda Gentio”,
Pernambuco, Brasil. A- Inflorescéncias marcadas; B- goticula de néctar acumulado na
base das pétalas; C- flor logo ap6s a aberta; D- flor abrindo com anteras ainda fechadas;
E- G- Visitantes florais frequentes, E- Operaria de Apis mellifera; F- Operéaria de
Trigona spinipes; G- Fémea de Protodiscelis alismatis.
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Intensidade de floragdo (%)

(barras, eixo esquerda) e fenologia da floragdo de Echinodorus palaefolius (linhas, eixo

da esquerda). A intensidade de floracao foi determinada em uma escala visual de O-

100% através da analise de fotografias dos alagados.
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Fig. 5: Frequéncia relativa de visitas por especies em flores de Echinodorus palaefolius

em Pedra e Venturosa, Pernambuco, Brasil (n= 60 flores, n=2 alagados).
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Fig. 6: Frequéncia relativa de visitas de abelhas de Protodiscelis alismatis, Apis

mellifera e Trigona spinipes a flores Echinodorus palaefolius durante a antese (n = 60

flores), a partir de observaces em duas populacdes localizada no municipio de Pedra e

\Venturosa, Pernambuco, Brasil.
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32 Fig. 7: Inspecdes de flores por machos de Protodiscelis alismatis em seis inflorescéncias

33 de Echinodorus palaefolius. Observac6es oriundas da populacdo de Pedra, Pernambuco,

34 Brasil.
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36 Fig. 8: Frequéncia relativa de ocorréncia das espécies de abelhas visitantes florais de
37 Echinodorus em 41 alagados temporarios na Caatinga, Nordeste do Brasil. Pr =
38 Protodiscelis, T = Trigona, A = Apis, Pl = Plebeia.
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Echinodorus (Alismataceae) na Caatinga. P=Protodiscelis alismatis, T=Trigona

spinipes, A=Apis mellifera O= outras espécies (Dialictus sp. e Plebeia cf. flavocincta).
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RESUMO

O sistema reprodutivo e a interagcdo com polinizadores sdo varidveis importantes na
predicdo de avancgos de distribuicdo de plantas invasoras. Estudamos a ecologia da
polinizacdo de Limnocharis flava, L. laforestii e Hydrocleys nymphoides, espécies
aquéticas do clado Limnocharis-Hydrocleys de Alismataceae (Alismatales) em
populacgdes nativas no nordeste e centro oeste do Brasil. Relacionamos os atributos
florais, morfologia floral e espectro de visitantes com o potencial invasor das espécies.
As duas espécies de Limnocharis foram autocompativeis e formaram grande nimero de
sementes mesmo sem presenga de visitantes florais. Flores de L. flava séo
morfologicamente especializadas, apresentam uma cadmara de pélen formada por
estaminddios e sdo polinizadas unicamente por abelhas oligoléticas de Protodiscelis
palpalis (Colletidae, Neopasiphaeinae). As flores de L. laforestii possuem estaminodios,
mas ndo formam uma cadmara de polen. Além de P. palpalis e Protodiscelis sp., varias
outras espécies de abelhas de pequeno porte visitaram e polinizaram suas flores.
Hydrocleys nymphoides é autoincompativel, mas a morfologia simples das flores
promove um sistema generalista de polinizacdo onde abelhas sociais de médio a grande
porte sdo polinizadores efetivos. O sistema reprodutivo e o sistema generalista de
polinizacdo garantem grande producao de sementes para as espécies estudadas. A
grande capacidade de formacéo de sementes até na auséncia de polinizadores das duas
espécies de Limnocharis torna essas espécies plantas invasores potenciais em regides
tropicais e subtropicais. As plantas de H. nymphoides possuem capacidade menor para
ocupacdo de corpos de agua novos, porque demandam visitantes florais para formacéo
de frutos e sementes. Entretanto o sistema generalista garante grande producéo de

frutos.

Palavras-chave
Limnocharis flava;
Limnocharis laforestii;
Hydrocleys nymphoides;
Plantas invasoras;
Invas6es biologicas;
Macrofitas;

Abelhas oligoléticas;
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Destaques:

e Comparacao da polinizacéo de trés espécies nativas de Limnocharis e
Hydrocleys potencialmente invasoras é descrita no Brasil.

e Atributos florais e ecologia da polinizacdo foram relacionadas a capacidade
invasora dessas plantas aquaticas.

e O conjunto de atributos florais, sistema reprodutivos e visitantes florais explica
0 potencial invasor.

e Auséncia do polinizador oligolético ndo diminuiu a capacidade reprodutiva em
Limnocharis.

e Polinizadores generalistas garantem alta producéo de frutos em H. nymphoides o

que explica sua capacidade como planta invasora.
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1. Introducéo

Adistribuicdo geogréafica de uma espécie vegetal depende, entre outros fatores, de sua
regido de origem, processos de dispersao e de adaptacdo (Gaston, 1996). A distribuicdo
natural de espécies, entretanto, tem sido alterada por introduc@es intencionais ou
acidentais de individuos em ambientes exéticos, o que pode acarretar invasdes
bioldgicas com riscos ambientais e econémicos (Elton, 1958; Richardson e Pysek, 2008;
Barrett 2011). Para espécies vegetais tém sido demostrada alta incidéncia de espécies
invasoras entre as macrofitas de agua doce (Daehler, 1998). A alta plasticidade
fenotipica e capacidade de reproducdo destacam-se entre os fatores adaptativos
importantes em invasdes biolégicas entre essas plantas (Barrett et al., 1993, Barrett
2011). Frequentemente, essas espécies apresentam alta capacidade de reproducéo clonal
(Barrett et al., 1993), entretanto, ao contrario do esperado, tem sido encontrada alta
diversidade genética em populacdes invasoras (revisdo em Bossdorf et al., 2005).
Normalmente, as pressdes durante a invasdo biologica expdem as populagdes a rapida
evolucdo na adaptacéo local (Prentis et al., 2008), e uma das chaves para essa rapida

evolucao é a reproducdo sexuada, seja ela autdgama ou ndo (Barrett 2011).

Espécies com ampla distribuicdo sdo mais susceptiveis a ser tornar invasoras, e
essa habilidade normalmente esta relacionada a capacidade de reproducdo autégama
(Baker, 1955, 1965, 1974; Pannel e Barrett, 1998; Besst et al., 2012). Alguns estudos,
entretanto, tém mostrado que espécies poliploides apresentam distribuicdes geograficas
mais amplas que diploides irmds, o que evidencia que a diversidade genética e a
habilidade de colonizacdo pode desempenhar um papel significante na extensdo da
distribuicdo geogréafica de uma espécie vegetal, bem como sua capacidade de invasao
(Lowry e Lester, 2008; Beest et al., 2012). Populagdes poliploides teriam um genoma
mais versatil o que predispdem melhores adaptacdes a um ambiente novo. Os modelos
propostos, entretanto, sdo complementares (Beest et al., 2012). Espécies invasoras
devem apresentar uma combinacdo de varidveis pré-adaptadas que as tornam invasoras
potenciais, tais como: predisposicao genética a um nicho amplo, alta taxa de reproducéo

e sobrevivéncia (Beest et al., 2012).

O clado das limnocharitaceas da familia Alismataceae (sensu APG |11, 2009)
(Chen et al., 2012) abrange um grupo pequeno de macrofitas aquaticas (7ssp) (Haynes e
Holm-Nielsen, 1992), adequadas para testar hipdteses a cerca do seu potencial como

plantas invasoras. Alguns representantes sdo invasores e pelo menos um apresenta
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relagdes especializadas com abelhas oligoléticas. Reconhecido com um dos gargalos
para o estabelecimento inicial de uma espécie potencialmente invasora (Baker, 1965;
Beest et al., 2012), sua alta capacidade reprodutiva pode ser afetada pela auséncia do
polinizador especializado.

A oligoletia é uma adaptacdo geneticamente determinada (Praz et al., 2008) em
algumas espécies de abelhas, nas quais as fémeas coletam pdlen somente em espécies
do mesmo género ou familia de plantas (Robertson, 1925; Cane e Sipes, 2006).
Frequentemente, as abelhas oligoléticas sdo os polinizadores mais eficientes nessas
interacdes (eg. Cane et al.,1985; Schlindwein e Wittmann, 1995; 19973, b; Schlindwein
et al., 2005; Milet-Pinheiro e Schlindwein, 2010) e sua auséncia pode reduzir
drasticamente a capacidade reprodutiva das espécies. Na planta aquética Hydrocleys
martii Seub. (Alismataceae), que € comum em alagados temporéarios na regido da
Caatinga do semiarido nordestino, a producao de frutos foi quase nula na auséncia do
polinizador oligolético, Protodiscelis palpalis (Colletidae, Neopasiphaeinae). As flores
apresentam estaminodios que se cerram e formam uma camara de pdlen central (filtro
floral) e somente abelhas de P. palpalis adentram os estaminodios para coletar polen e

polinizaram as flores (Carvalho e Schlindwein, 2011).

De outras espécies do clado limnocharitaceas ndo ha informacdes quanto a
biologia reprodutiva em ambiente nativo. Duas das espécies sdo invasoras ou
potencialmente invasoras: Limnocharis flava (L.) Buchenau que ocorre naturalmente na
América do Sul e Central (Haynes e Holms Nielsen, 1992), tem sido reportada como
invasora no Sudeste asiatico, China, india, no continente australiano e nos Estados
Unidos da América (Song et al., 2000a; Waterhouse 2003; Abhilash et al., 2008; USDA
NRCS, 2012). Hydrocleys nymphoides (Wild) Buchenau, também natural da América
do Sul e Central, tem sido tratada, recentemente, como invasora nos Estados Unidos da
América, sendo encontrada em diversas regides do pais (MacRoberts e MacRoberts,
2010; NatureServe, 2012). Observac6es em L. flava na China mostraram que essa
espécie foi autocompativel e formou grande nimero de sementes (Song et al., 2000a).
Além disso, apresenta diversidade genética alta para uma espécie autogamica (Song et
al., 2000b).

Estudamos, nas trés espécies do clado mais comumente encontradas no Brasil, a
biologia reprodutiva e correlacionamos os atributos e visitantes florais ao potencial

como invasor dessas espécies. Determinamos o sistema reprodutivo em popula¢tes
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nativas das trés espécies, os visitantes florais e polinizadores efetivos e descrevemos a
biologia floral. Discutimos o papel do sistema reprodutivo, morfologia funcional das
flores e interagdes com polinizadores em relagdo a sua capacidade de invasdo de novas

areas.
2. Materiais e Métodos

O clado limanocharitaceas (Alismataceae) é composto de sete espécies descritas de
macréfitas aquaticas que vegetam em areas alagadas e margens de rios de baixo fluxo
de agua. O género Hydrocleys (5 spp) apresenta espécies com raizes fixas ao substrato e
folhas e inflorescéncias flutuantes, enquanto Limnocharis (2 spp) sdo emergentes
(Haynes e Holm-Nielsen, 1992).

2.1. Especies e populacdes estudadas

Hydrocleys nymphoides é uma erva aquatica perene com flores grandes e estaminddios
curtos, o que proporciona livre acesso ao néctar e polen aos visitantes florais. Ocorre
desde o Uruguai e Mato Grosso até o Para, e America Central. Populagcfes estudadas
foram oriundas de (1) Jaboatéo dos Guararapes, Pernambuco, coletadas em acude com
alta concentragdo de matéria organica e derramamento de esgoto doméstico (08°05'
46"S 35°03' 20"0), (2) Sdo Lourengo da Mata, Pernambuco, coletadas em canal de
drenagem de baixo fluxo de uma plantagdo de cana de agtcar (08°03' 17"S 35°03'04"0),
(3) Recife, Pernambuco, acude de aguas limpidas no Parque estadual de Dois Irmaos
(08°04'13"S 34°57' 12"0), (4) Cruz do Espirito Santo, Paraiba, coletadas em um canal
de escoamento do acude de uma Usina de cana de aglcar (07°10'49"S 35°05'39"0).

Limnocharis flava é uma erva aquéatica emergente perene com folhas verde-
palidas, ovaladas e peciolo triangular. A inflorescéncia € umbeliforme com vérias flores
de tamanho intermediario com pétalas amarelo-palidas e estaminddios humerosos que
protegem o recurso de polen, semelhante as de H. martii. Apresenta ampla distribuicédo
geografica nos neotropicos desde 0 México ao sul da América do Sul. Foi introduzida
na América do Norte, Asia e Oceania (Haynes e Holm-Nielsen 1992). As populacdes
estudadas foram coletadas em: (1) Recife, Pernambuco, Bairro Morada Nova, area
alagado do Rio Capibaribe com alta concentracdo de matéria orgénica e esgoto
doméstico (08°01'33"S 34°57'21"), (2) Recife, Pernambuco, Bairro do Curado, alagado

as margens da BR 232 com derramamento de esgoto doméstico (08°05'58"S
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34°58'53"0), (3) Sdo Lourenco da Mata, Pernambuco, bairro de Matriz da Luz em canal
de drenagem de uma plantacio de cana de agticar (08°04'30"S 35°04'23"0), (4)
Camaragibe, Pernambuco, Bairro do Vale das Pedreiras em alagado com alta
concentracio de esgoto doméstico (08°01'29"S 34°57'58"0), (5) Bayeux, Paraiba,
margem da BR 230 em canal de drenagem da rodovia com derramamento de esgoto
doméstico (07°06'59"S 34°55'16"0).

Limnocharis laforestii € uma erva aquética perene emergente com folhas verde-
palidas, flores menores que as de L. flava com pétalas de coloracdo amarelo-péalido e
poucos estaminddios. Ocorre do México a Bolivia e Argentina (Haynes e Holm-Nielsen,
1992). Espécimes foram coletados nos municipios de (1) Santa Rita do Araguaia, Goias,
em um alagado raso na Bacia do Rio Babilonia (09°00'06"S 50°23'38"0), (2) Goiana,
Pernambuco, alagado as margens do Rio Tracunhaém (07° 33'29"S 34°59'09"), (3) Serra
Negra do Norte, Rio Grande do Norte, num alagado temporario as margens da BR427
(06°39'55"S 37°23'36"0). Individuos das localidades estudadas apresentaram diferencas
na morfologia floral e também vegetativas. Enquanto as plantas provenientes de Santa
Rita do Araguaia, Goiés tiverem folhas alongadas quase lanceoladas (Fig. 2F), as
plantas de Goiana, Pernambuco e de Serra Negra do Norte, Rio Grande do Norte,
tiveram folhas elipticas. As flores da populacéo de Goias tiveram diametro floral menor
e nimero de estaminodios reduzido quando comparadas a populagdo de Goiana (veja
resultados). A espécie tem grande semelhanca com L. flava, entretanto diferencia-se por
apresentar inflorescéncias menores que o comprimento do peciolo das folhas, que
normalmente é arredondado em corte transversal, diferente de L. flava que tem
inflorescéncias maiores que o peciolo das folhas que é triangular em corte transversal
(Haynes e Holm-Nielsen, 1992; Matias e Souza, 2011). Os grdos de pdlen de L. flava
sdo quase esferoidais, os de L. laforestii sdo triangulares em vista polar (Carvalho e

Schlindwein ndo publicado).
2.2. Biologia e morfologia floral

Para as populacdes estudadas (exceto L. laforestii proveniente de Serra Negra do Norte)
entre 7 e 40 individuos foram mantidos em um Jardim Experimental localizado no
Meliponéario do Senhor Rodrigo Otavio Carvalho, municipio de Camaragibe,
Pernambuco. Aquérios de 50 € preenchidos com 20 £ de uma mistura de 50% de areia
lavada e 50% de terra vegetal foram usados para aclimatar as plantas. Entre um e dez

individuos foram plantados por aquério. Anélises morfométricas, descri¢do da antese,
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namero de flores e inflorescéncias e experimentos para determinacéo do sistema
reprodutivo foram realizados nos espécimes cultivados. Observagdes e experimentos

foram realizados de junho de 2008 a junho de 2011.

Uma flor fresca por individuo foi dissecada e medida com auxilio de paquimetro
digital (tabela 1). Foi determinado o nimero de estaminddios e de estames férteis.
Adicionalmente foi medido o tamanho das anteras dos ciclos internos em 10 flores de
H. nymphoides da popula¢do de Cruz do Espirito Santo (tabela 2). Os frutos foram
analisados quanto a deiscéncia, nimero de carpelos e tamanho. O nimero de flores por
inflorescéncia, inflorescéncias por planta e duracdo do amadurecimento dos frutos
foram verificados e contabilizados em individuos de todas as populacdes. Para a
populagédo de L. laforestii em Serra Negra do Norte ndo foram tomadas as medidas
morfometricas. O nimero de partes florais foi contado a partir de botdes fixados em
alcool 70%.

O decorrer da antese floral foi acompanhado em 10-30 bot6es florais ensacados
em plantas cultivadas (tabela 1). Nessas flores foi determinada a longevidade floral e 0
horéario da disponibilidade de néctar e polen. A receptividade estigmatica foi verificada
com peroxido de hidrogénio e permanganato de potéssio (Kearns e Inouye, 1993). O
numero de gréos de polen por flor foi determinado em dois ou trés bot6es por localidade
com auxilio de camara de Neubauer. As anteras foram maceradas dentro de tubos de
ensaio e adicionado 1 ml de &cido latico glicerinado 3:1. Ap6s homogeneizacdo em
agitador vortex, aliquotas foram contadas na camara. Um carpelo por flor foi dissecado
e contado o numero de 6vulos em esteromicrocopio. O nimero de 6vulos por flor foi
determinado pela multiplicacdo do namero de évulos por capelo, pelo nimero de

carpelos. A partir das contagens realizadas foi determinada a razdo po6len/évulo.

O sistema reprodutivo foi determinado através de experimento de polinizagédo
controlada em plantas cultivadas, em flores previamente ensacadas em tecido de
organza na fase de botdo. Foram realizados os seguintes experimentos: autopolinizacao
espontéanea, autopolinizacdo manual e polinizacdo cruzada manual. Adicionalmente,
flores de L. flava foram emasculadas. O namero de frutos foi contabilizado para todas as
espécies em diferentes populages. O niumero de sementes por fruto foi contabilizado
somente para L. flava e L. laforestii. A frutificacdo natural foi mensurada nas
populacbes em condicBes naturais e no jardim experimental através da marcacao

individual de bot6es (tabela 3). Analise da variancia foi utilizada para comparar a média
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de sementes por fruto em cada tratamento em L. flava e L. laforestii da populagéo de
Goiana. Para L. laforestii da populacdo de Alto Araguaia analise de Kruskal-Wallis foi

feito, uma vez, que ndo houve homogeneidade das variancias.

O espectro de visitantes florais foi determinado em coletas com rede
entomoldgica em flores em todas as localidades amostradas (tabela 5). A frequéncia dos
visitantes foi determinada pelo nimero de animais coletados em 30 minutos de coleta
em cada local durante 3 a 4 dias ensolarados. As amostragens foram realizadas entre
10:00 e 12:00h. Escalonamos as espécies amostradas em: espécie visitante abundante,
quando foram 10 ou mais individuos coletados; comum, entre 9 e 3 e raro quando entre
um e dois individuos foram amostradas durante 30 min. O comportamento dos

visitantes florais foi descrito a partir de observagéo in situ.

\Vouchers foram depositados no Herbario da UFMG e duplicatas no Herbério da
UFPB. Visitantes florais foram depositadas na Colecdo Entomoldgica da Universidade
Federal de Minas Gerais e Universidade Federal da Paraiba, Brasil.

3. Resultados

3.1. Hydrocleys nymphoides

As flores de H. nymphoides séo grandes de coloracao bege esverdeado e centro amarelo
escuro ou roxo, com abertura da corola entre 35 a 50 mm e altura entre 30 e 37 mm
(tabela 1; fig. 1). O androceu é formado por estaminddios de coloracao amarela,
avermelhada até roxa e estames férteis com filetes avermelhados ou roxos. O androceu
apresenta entre 30 e 38 estaminddios e entre 24 e 38 estames férteis inseridos no
receptaculo floral em uma espiral longa de seis a oito ciclos. Nos ciclos mais externos
encontram-se 0s estaminddios, que sdo mais curtos que os estames férteis ndo
recobrindo os estigmas. Em direcdo ao centro da flor surgem estaminodios com
vestigios de anteras (fig. 1c). A partir do quarto ciclo encontram-se os estames férteis. O
comprimento das anteras aumenta em direcdo ao centro da flor (tabela 2). As anteras
abrem por uma fenda longa latrosa. O gineceu é formado por 6 a 9 carpelos livres, com
tamanho entre 10,5 e 11,9 mm (n=10). Os estigmas com dois l6bus papilosos séo
localizados no apice dos ovarios ficando expostos acima da altura das anteras. Eles ja
foram receptivos na abertura das flores. As flores abriram sincronicamente entre 6:30 e
7:00 e fecharam entre 12:00 e 13:00. Cada flor produz em média 1383+183 6vulos e
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297343+41059 gréos de polen, o que resulta em uma razdo de 224+46 grdos de pdlen

por dvulo (tabela 1).

Cada inflorescéncia contou com quatro ou cinco flores que surgiram do apice de
um estoldo. Apoés a abertura das flores folhas surgiram formando um moédulo. Cada
inflorescéncia disponibilizou uma flor a cada trés ou quatro dias. Individuos
apresentaram até 50 modulos. Os botdes florais desenvolvem-se abaixo da linha da
agua. Crescem verticalmente emergindo da agua somente no dia anterior a sua abertura.
Apos a antese as sépalas se fecham e as flores submergem. Os frutos maturam dentro da

agua.

As plantas das populagdes estudadas de H. nymphoides ndo formaram frutos
espontaneamente (n=30) nem por autopolinizacdo manual (n=22) (tabela 3). Na
populacdo de Jaboatdo dos Guararapes, a poliniza¢ao cruzada manual resultou em 70%
de frutificacdo, enquanto aquela de Cruz do Espirito Santo em 100% das flores
polinizadas. A taxa de frutificagdo natural foi em torno de 60% nos dois locais. Ja no
jardim experimental, 66% das flores das plantas da popula¢do Cruz do Espirito Santo
resultaram em frutos, enquanto as de Jaboatdo dos Guararapes 47% (tabela 3). Os frutos
amadureceram entre 19 e 28 dias, quando entdo se abriram longitudinalmente liberando

as sementes.

Foram observados visitantes florais de nove espécies em H. nymphoides, oito de
abelhas e uma de borboleta. O espectro de visitantes florais variou entre as localidades
observadas, mas operarias de Apis mellifera e Trigona spinipes foram os visitantes mais
abundante em todas as quatro localidades (tabela 5). Operarias de Bombus brevivillus
foram abundantes em Jaboatdo dos Guararapes e em S8o Lourenco da Mata, enquanto
foram raras em Cruz do Espirito Santo e ausentes em Dois Irmdos. Abelhas pequenas de
Plebeia cf flavocincta e Dialictus spl. foram comuns em locais diferentes. Uma e trés
fémeas de Protodiscelis palpalis foram coletadas respectivamente em Cruz do Espirito
Santo e em Jaboatdo dos Guararapes. Um individuo de borboleta do género Urbanus
(Hesperidae) foi avistado visitando flores em Jaboatdo dos Guararapes. No jardim
experimental em Camaragibe foram amostrados individuos de A. mellifera, T. spinipes,
Plebeia cf. flavocincta, Scaptotrigona sp. e Pereirapis sp., todos visitaram as flores para
coletar pdlen e néctar, entretanto somente abelhas de porte médio de A. mellifera e
grandes de Bombus brevivillus tocaram os estigmas frequentemente. Operéarias de T.

spinipes passaram varios minutos em uma flor o que resultou em deposicdo de pdlen da
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mesma flor nos estigmas. Operarias dessas abelhas, entretanto, também podem polinizar
efetivamente a espécie devido a sua assiduidade nas flores. Abelhas pequenas

contataram os estigmas somente esporadicamente.
3.2. Limnocharis flava

As flores de L. flava séo grandes com trés sépalas de coloracdo verde-palida com 0,9 a
1,4 cm de comprimento (n=10) e trés pétalas amarelo esmaecidas com 1,7 a 2,5 cm de
comprimento (n=10) e base das pétalas amarelo-escura. O didmetro da flor mede entre
3,2 e 4,4 cm (n=10) (tabela 1; fig.2). O androceu € formado por estaminddios amarelos
com apice acuminado e estames férteis com anteras dorsifixas com abertura extrosa. As
pecas do androceu sao inseridas em espiral no receptaculo floral. O androceu contém
entre 66 e 90 estaminodios e entre 24 e 45 estames férteis. Os estaminodios recobrem os
estames férteis formando uma camara de polen. Estames dos ciclos mais internos
apresentam anteras maiores e filetes mais curtos comparados aos externos (fig. 2). O
gineceu é formado por 15 a 21 carpelos semi-fusionados, e no apice de cada carpelo
localiza-se o estigma sessil em formato de fenda. Os estigmas ja foram receptivos na
abertura das flores. As flores abriram sincronicamente entre 5:30 e 7:00 e fecharam
entre 11:30 e 13:00. Cada flor produziu em média 2329+915 Ovulos e 247773176996

gréos de pdlen, o que resultou em 113+33 grédos de pblen por dvulo (tabelal).

Durante seis meses de observacdo uma planta produziu entre uma e 22
inflorescéncias grandes, mais altas que os peciolos das folhas, que contaram com 7 a 13
flores que abriram uma a cada dia apds a abertura da primeira flor. Pseudoviviparidade
foi observada somente em algumas inflorescéncias, onde plantulas cresceram a partir do

apice da inflorescéncia depois que os frutos maduros se desprenderam.

As plantas das trés populacGes estudadas foram autocompativeis e 100% das
flores polinizadas manualmente resultaram em frutos. Ndo houve formacéo de frutos no
experimento de apomixia (tabela 3). As poucas flores controle na natureza e no jardim
experimental que ndo desenvolveram frutos foram predados por um pequeno
Curculionidae que perfurou os frutos em desenvolvimento ou sofreram danos
provocados por operérios de T. spinipes. Apds a maturacdo dos frutos que durou entre
20 a 25 dias, cairam das inflorescéncias e os carpelos se soltaram liberando as sementes.
O namero médio de sementes em frutos provenientes de todos 0s experimentos nao

diferiu entre os tratamentos nem em frutos provenientes das flores controle (ANOVA
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F(3, 36)=0.96513, p=0.41976) ( tabela 4; fig. 3).

As flores de L. flava foram pouco visitadas nas quatro localidades estudadas.
Somente T. spinipes foi considerada abundante em S&o Lourenco da Mata (tabela 5)
onde a populacéo tinha muitas flores disponiveis e foi intensamente visitada por
operérias de um ninho préximo a area de observacao. As operarias de T. spinipes
cortaram com as mandibulas os estaminddios e tiveram acesso as anteras que muitas
vezes foram coletadas por inteiro. Em Morada Nova, Sdo Lourengo da Mata e Vale das
Pedreiras foram observadas fémeas de P. palpalis, os Unicos visitantes florais que
adentraram a cAmara de pélen para coletar pélen e néctar. Abelhas pequenas de
Dialictus, Pereirapis e Plebeia coletaram gréos de pdlen ou ap06s visitas de

Protodiscelis ou nas poucas flores em que as anteras ficaram a mostra.
3.3. Limnocharis laforestii

As flores da populagdo de Alto Araguaia foram menores, com diametro variando
entre 15 e 22mm (n=7), ja as de Goiana tiveram flores entre 20 e 30mm de didmetro
(n=10). As trés sépalas tiveram comprimento entre 4 e 8 mm (n=7) na populagéo de
Alto Araguaia e 6 a 10 mm na populacdo de Goiana. As flores tiveram coloracéo
amarelo-esmaecida, entretanto mais forte que o de L. flava (tabela 1; fig. 2e). O
androceu € formado por um a trés ciclos de estaminddios e dois ciclos de estames férteis
na populacdo de Alto Araguaia e trés a seis ciclos de estaminodios e dois a trés ciclos de
estames férteis na populacéo de Goiana e Serra Negra do Norte. Os estaminodios ndo
cobriram os estames férteis deixando algumas anteras expostas (fig. 2c, d). As anteras
apresentaram tamanhos semelhantes. Na populacédo de Alto Araguaia o androceu contou
com 32 a 40 estaminddios e 16 a 19 estames férteis (n=10) e o gineceu composto por 14
a 19 carpelos. As flores da populacdo de Goiana apresentaram 36 a 40 estaminddios e
25 a 40 estames férteis e o gineceu 15 a 21 carpelos (n=10) (tabela 1). O gineceu de L.
laforestii é mais alongado que o de L. flava formando uma estrutura quase circular
acuminada. No apice de cada carpelo ha o estigma séssil em formato de fenda, que
apresenta uma tor¢do no apice dextrogira (fig. 2c). Os estigmas ja foram receptivos no
inicio da antese. As flores abriram sincronicamente e lentamente entre 8:00 e 9:00 com
anteras ainda fechadas que deisceram cerca de 30 minutos depois. As flores fecharam
entre 12:00 e 13:00hrs (n=30) em plantas das duas populac¢des. Cada flor produziu em
média 25531243 dvulos por flor na populacdo de Alto Araguaia (n=4) e 3124+320 na

populacdo de Goiana (n=10) e em média 184792+62156 gréos de polen na populacao de
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Alto-Araguaia e 287500+53662 na populacdo de Goiana. A razdo pdlen 6vulo na
populacdo de Alto Araguaia foi de 72+9 gréos de pdlen por dvulo e na populacéo de

Goiana de 92+6 graos de pdlen por évulo (tabela 1).

Cada inflorescéncia produziu em média 7 (4 a 8) flores (n=30) na populacéo de
Alto Araguaia e entre 7 e 13 flores na populacdo de Goiana e Serra Negra do Norte
(n=10). A inflorescéncia cresce ereta perpendicular a &gua durante 8 a 10 dias (n=4).
Depois da abertura da primeira flor, disponibilizou diariamente somente uma nova flor
(n=56). Apds a abertura de todas as flores, o peso dos frutos abaixa a inflorescéncia que
flutua na dgua (n=30). Frutos ndo necessitam de contato com a &gua para o
desenvolvimento. Oito inflorescéncias escoradas com estacas de madeira
desenvolveram frutos normalmente. Plantas da populacéo de Alto Araguaia produziram
entre duas e 30 inflorescéncias (n=18 plantas) durante seis meses de observagéo.
Individuos da populagdo de Goiana, entre 2 e 15 inflorescéncias (n=12). Ja na
populacéo de Serra Negra do Norte durante 20 dias em junho de 2008, foram
observadas 22 plantas que tiveram entre 1 e 13 inflorescéncias por planta. Os frutos
cresceram rapidamente, protegidos pelas sépalas, e no oitavo dia alcancaram o tamanho
total de amadurecimento. Os frutos amadureceram entre 20 e 25 dias (n=30) e se
desprenderam do pedunculo liberando cada carpelo individualmente. Os carpelos

permaneceram boiando na superficie da dgua.

As flores de Limnocharis laforestii das populacdes estudadas formaram frutos
sem presenca de visitantes florais. Em todos os tratamentos houve 100% de sucesso
(tabela 3). Houve diferenca significativa no numero de sementes por fruto entre os
tratamentos nas duas populacdes estudadas (tabela. 4; fig. 4 e 5). Na populacao de
Goiana os frutos formados por autopolinizacdo espontanea tiveram significativamente
menos sementes que aqueles produzidos em frutos provenientes de polinizacdo cruzada
e das flores controle expostas aos visitantes. Ndo houve diferenca entre o nimero de
sementes ap0s autopolinizacdo manual e espontanea, entretanto, apos polinizacdo
cruzada manual o namero de sementes somente diferiu daquele proveniente de
autopolinizacdo espontanea (fig. 4). Na populacdo de Alto Araguaia frutos provenientes
de autopolinizacdo espontanea tiveram significativamente menos sementes que aqueles
do controle ou polinizagdo cruzada (Kruskal-Wallis test: H(2, N= 15) =10.50000
p=0.0052) (fig.5).

Foram observados apenas poucos visitantes florais na populagéo de Alto
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Araguaia de L. laforestii. Somente trés individuos de uma espécie de Dialictus e um
individuo de T. spinipes foram observados visitando flores durante seis horas de
observacdo por dia. Na populacdo de Goiana foi registrado entre um e quatro individuos
de P. palpalis por meia hora de observacéo e uma visita de Dialictus sp.1 e duas de
Pereirapis sp (tabela 5). Operérias de T. spinipes foram comuns em um dos dias de
observacao onde danificaram as flores, cortando com a mandibula estaminéddios, anteras
e pétalas. Na populacéo de Serra Negra do Norte, uma espécie de Protodiscelis ainda
ndo descrita foi o visitante mais comum. Essa espécie teve comportamento semelhante
ao de P. palpalis nas flores da populacdo de Goiana. As abelhas adentraram os
estaminddios e coletaram ativamente polen e néctar. Cerca de 10 visitas dessa espécie
foram observadas em cada 30min de coleta. No Jardim Experimental, as flores foram
pouco visitadas e em um més de observacdes diarias foram coletadas apenas operarias
de Plebeia cf. flavocincta, T. spinipes e somente um individuo de Dialictus sp. 1. As
operarias de T. spinipes também apresentaram comportamento destrutivo no Jardim

experimental.
4. Discussao

Embora os atributos florais e ecologia da poliniza¢do de Limnocharis flava, L. laforestii
e Hydrocleys nymphoides apresentem diferengas marcantes, nossos resultados mostram
que as trés espécies tém caracteristicas reprodutivas que explicam sua ampla
distribuicdo geogréfica e, consequentemente, seu potencial como plantas invasoras em
ambiente exdtico: 1- as trés espécies estudadas apresentam alta capacidade reprodutiva
sexuada; 2- apesar de interagirem com polinizadores especializados, a auséncia de
abelhas oligoléticas ndo diminuiu a capacidade reprodutiva das espécies; 3- a presenca
de um filtro floral, com a presenca de uma camara de pdlen formada por estaminddios
longos, ndo explica limitacdes reprodutivas das espécies; 4— o conjunto de
caracteristicas de morfologia floral, sistema reprodutivo e interacdes com polinizadores

explica o potencial invasor.

Espécies com sistema reprodutivo autogamico normalmente apresentam
distribuicdes geograficas naturais mais amplas que espécies filogeneticamente proximas
obrigatoriamente xenogamicas (Barrett, 2011). Autogamia também é uma caracteristica
comum em espécies ruderais e invasoras (Baker, 1955, 1965; Barrett, 2011). Aqui
demostramos que isso é valido para as limnocharitaceas. Ndo ha registro como invasora

para Hydrocleys martii que apresenta distribuigéo restrita ao nordeste do Brasil e
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demonstra dependéncia reprodutiva de um polinizador oligolético (Haynes e Holm-
Nielsen, 1992, Carvalho e Schlindwein, 2011). Ja L. flava. L. laforestii e H. nymphoides
sdo amplamente distribuidas nos neotropicos (Haynes e Holms-Nielsen, 1992) e
registros de sérias invasoes de L. flava e H. nymphoides foram registradas (Waterhouse,
2003; Abnhilash et al., 2008; Hastwell, 2008; Gordon e Gantz, 2010). Como o0 esperado
as especies do género Limnocharis foram autogadmicas e produziram grande nimero de
sementes. Populagdes de L. flava invasoras na China também se mostraram
autocompativeis com grande producdo de sementes mesmo na auséncia de visitantes
(Song et al 2000a).

As populagdes de H. nymphoides estudadas, entretanto, foram xenogamicas.
Nessa espécie a auséncia de filtro floral e a interacdo com polinizadores generalistas
abundantes e amplamente distribuidos como Bombus brevivillus, Apis mellifera e
Trigona spinipes garantiram grande producdo de sementes. No entanto, ndo é conhecido
se outras populagdes nativas ou invasoras de H. nymphoides sdo autoincompativeis. Em
outras espécies de plantas aquaticas a quebra da autoincompatibilidade genética é
reportada. Eichornia crassipes (Mart.) Solms e Eichornia paniculata por exemplo, séo
importantes invasoras em regifes de clima temperado. Em ambiente nativo ha maior
frequéncia de populagdes e individuos autoincompativeis polinizados por abelhas
especialistas que transferem os gréos entre os trés morfos florais dessas espécies
tristilicas. Ja populacdes e individuos autocompativeis sdo mais comuns em ambiente
exotico. Em populacGes invasoras ha, principalmente em funcéo de falta de
polinizadores efetivos, selecdo dirigida a autocompatibilidade com a perda da tristilia e
exacerbada reproducao clonal (Barrett, 1979; Barrett e Husband, 1990; Barrett et al.,
1993). Por isto, valeria a pena verificar o status da incompatibilidade em populacdes

invasoras de H. nymphoides.

Morfologicamente as flores de L. flava sdo especializadas, tal como as de H.
martii (Carvalho e Schlindwein, 2011). Os numerosos estaminddios nessa espécie
funcionam como filtro floral seletivo a visitantes ndo especializados. Apesar da baixa
frequéncia de visitas florais, somente individuos da espécie oligolética P. palpalis foram
eficientes na transferéncia de graos de polen entre as flores. As nossas observacoes
indicam que outras espécies de abelhas devem ter pouca importancia na polinizacdo de

L. flava.

Nas flores de L. laforestii, apesar da presenca de estaminddios, ndo ha a
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formacdo de uma camara de pdlen e abelhas pequenas de vérias espécies sdo capazes de
transferir os gréos de polen. Na populacdo de Goiana, abelhas de P. palpalis foram mais
frequentes. Embora o nimero médio de sementes por fruto provenientes das flores
cruzadas manualmente e do sucesso reprodutivo natural foram significativamente
maiores nessa populagdo que aqueles provenientes de autopoliniza¢do, ndo houve
diminuicdo drastica na producéo de sementes. Em flores da populacéo de Serra Negra
do Norte, abelhas de Protodiscelis sp. foram mais frequentes e devem garantir altas
taxas de reproducéo cruzada nessa populacédo, que se localiza em um ambiente
semidrido, altamente sazonal. Nessa populacéo L. laforestii é anual. As condi¢des
ambientais das populacfes de Santa Rita do Araguaia e de Goiana sdo muito diferentes.
Nessas, as plantas sdo perenes, pois crescem proximas a rios perenes e ha pouca

variagdo dos niveis de agua durante todo o ano.

As trés espécies estudadas apresentam flores tipicamente melit6filas e somente
abelhas polinizaram as flores no ambiente nativo, como ja mostrado para H. martii
(Carvalho e Schlindwein, 2011). As sugestdes anteriores, no entanto, apontaram para
polinizacdo por moscas ou borboletas (Haynes e Holm-Nielsen, 1992; Haynes et al.,
1998). Nossos resultados indicam que todas as espécies neotropicais do clado
limnocharitaceas de Alismataceae s@o polinizadas por abelhas, principalmente do
género Protodiscelis. Entretanto, esse grupo especializado de abelhas ndo limita a
reproducdo sexuada nas espécies autocompativeis estudadas. Espécies de Echinodorus
(Alismataceae) também sdo visitadas por abelhas desse género (Vieira e Lima, 1997,

Carvalho e Schlindwein, ndo publicado).

A morfologia das sementes dos representantes do clado limnocharitaceas é
semelhante. Todas as espécies apresentam sementes pequenas, embrides curvados e
auséncia de endosperma (Haynes e Holm-Nielsen, 1992). Sao dispersas pela &gua em
curta distancia ou provavelmente aderem a penas ou pernas de passaros em dispersdo a
longa distancia, tal como outras espécies de macrofitas aquaticas (Husband e Barett,
1991; Barrett et al., 1993). A capacidade de producdo de sementes no género
Limnocharis é espantosamente alta principalmente quando comparada a de H. martii.
Cada inflorescéncia de H. martii apresenta em média 7,5 flores, que produziram em
média 232 sementes por flor resultando em 1740 sementes por inflorescéncia (Carvalho
e Schlindwein, 2011). Admitindo uma taxa de frutificacdo de 85,5%, como encontrado

no referido trabalho, uma inflorescéncia produziria aproximadamente 1488 sementes.
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Caso essa multiplicagéo seja feita com a probabilidade de 2% tal como observado em
flores expostas a visitantes florais na auséncia do polinizador oligolético, o namero de
sementes se reduz para aproximadamente 35 sementes por inflorescéncia. Ja para L.
flava e L. laforestii admitindo somente uma Unica inflorescéncia em frutos oriundos de
autopolinizacdo esponténea, L. flava produziria 8310 sementes e L. laforestii da
populacdo de Goiana 8806 e da populacdo de Alto Araguaia 2513. Dessa forma o
ndmero de sementes é entre 72 e 253 vezes maior que o produzido por H. martii nas
mesmas condicOes. Cabe ressaltar que as populac6es de H. martii na caatinga séo
mantidas unicamente por sementes. Ja as espécies de Limnocharis sdo perenes e
permanecem vivas durante um longo periodo produzindo macicamente sementes
dispersadas rapidamente. L. flava ainda se reproduz por pseudoviviparidade através do
brotamento de plantulas no apice das inflorescéncias velhas. Em ambientes com niveis
constantes de agua, tal como em plantacdes de arroz e alagados perenes (Waterhouse,
2003), essa espécie torna-se de dificil combate.
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TABELAS

Tabela 1: Caracteristicas da biologia floral, duracdo de antese, medidas florais, quantificacdo de estames e estaminddios, graos de polen, évulos e carpelos
de Hydrocleys nymphoides, Limnocharis flava e L. laforestii de diferentes localidades no Brasil. [n] indica o nimero de flores ou inflorescéncias analisadas.

Hydrocleys nymphoides Limnocharis flava Limnocharis laforestii
Horério de abertura das flores 6:30-7:00 hrs [30] 5:30-7:00 hrs [23] 8:00-9:00 hrs [20]
Horério de fechamento 12:00-13:00hrs [30] 11:30-13:00 [23] 12:00-12:30 hrs [20]
Didmetro da abertura da flor (Max-min, cm) 3,5-5,0 [10] 3,2 -4,4[10] 1,5-3,0[17]
Estames por flor (max-min; moda) 24-38; 28 [10] 24-45; 42 16-40; 25[20]
Estaminddios por flor (maxi-min; moda) 30-38, 32 [10] 66-90; 79 [20] 32-40; 36 [20]
NUmero de grdos de polen por flor (médiatdp)  297343+41059 [12] 247773£76996 [10]  236146+76563 [9]
Carpelos por flor (max-min; moda) 6-9; 8 [12] 15-21; 18 [22] 14-21; 19 [30]
Ovulos por flor (médiazdp) 1383+£182 [12] 23294915 [22] 2781+377 [14]
Razao polen dvulo (médiatdp) 224146 113+33 85,5+15,1 [14]
Flores por inflorescéncia (max-min; moda) 4-5; 5 [50] 7-13; 10 [40] 4-13; 7 [30]
Inflorescéncias por planta (max-mim; moda) - 1-22; 8 [15] 2-30; 8 [10]
Tempo de amadurecimento dos frutos 19-28 dias [10] 20-25 dias [10] 20-25 dias [10]
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Tabela 2: Comprimento das anteras dos quatro ciclos de estames férteis em Hydrocleys
nymphoides. O primeiro até terceiro ciclo é composto exclusivamente por estaminddios
e as primeiras anteras aparecem no quarto ciclo (n=10 flores, 290 anteras).
Anteras féerteis (mm)
4° Ciclo 5° Ciclo 6° Ciclo 7° Ciclo

Média 2,52 4,13 4,77 5,63
dp 0,27 0,45 0,24 0,37
Maximo 2,93 4,8 5,14 6,43
Minimo 2,21 3,31 4,47 5,23
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Tabela 3: Sistema reprodutivo e sucesso reprodutivo em condi¢es naturais e no jardim experimental em trés espécies de Alismataceae de diferentes
populacBes de Pernambuco, Paraiba e Mato Grosso, Brasil. Controle natureza = Flores accessiveis para visitantes florais na populacéo original, Controle
jardim = Flores accessiveis para visitantes florais de plantas cultivadas no Jardim Experimental em Camaragibe, Pernambuco.

Espécie Tratamento
Frutos formados, [N], %de frutos formados
Populacéo estudada Auto-polinizacao Auto-polinizacao Apomixia Polinizacdo Cruzada Controle Controle
Espontanea Manual natureza Jardim

Hydrocleys nymphoides

Jaboatdo dos Guararapes, PE 0 [15] 0% 0[12] 0% - 7 [10] 70% 9 [15] 60% 7 [15] 46,7%

Cruz do Espirito Santo, PB 0 [15] 0% 1[10] 0% - 10 [10] 100% 8 [13] 61,5% 10 [15] 66,7%
Limonocharis flava

Morada Nova, Recife, PE 39 [39] 100% 7 [7] 100% 0[9] 0% 13 [13] 100% 124 [125] 99,2% 30 [30] 100%

Curado, Recife, PE 140 [140] 100% 14 [14] 100% - 4 [4] 100% 151 [153] 98,7% 29 [30] 96,7%

Bayeux, PB 21 [21] 100% 3 [3] 100% - - 14 [15] 93,7% 12 [12] 100%
Limnocharis laforestii

Alto Araguaia, MT 72 [72] 100% 9 [9] 100% - 12 [12] 100% - 70 [70] 100%

Goiana, PE 30 [30] 100% 6 [6] 100% - 2 [2] 100% 143 [143] 100% -
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Tabela 4: Nimero de sementes produzidas por fruto provenientes dos experimentos de
polinizacdo controlada em duas popula¢fes de Limnocharis laforestii (Goiana-
Pernambuco, Alto Araguaia-Goids) e L. fava no nordeste do Brasil (n=10 frutos por
experimento). Os frutos do controle foram coletados em condi¢des naturais (médiatdp).

Autopolinizacdo Polinizacdo Cruzado  Controle

manual espontanea
L. laforestii (Goiana) 967+426 1258+240  1612+273 1680+215
L. laforestii (Alto Araguaia) - 359+58 7801189 641163
L. flava 9244262 831+315 1100£206 1025+391
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Tabela 5: Visitantes florais de Hydrocleys nymphoides, Limnocharis flava e L. laforesti (Alismataceae) em varios locais no Brasil. Legendas —A=
Abundante: 10 ou mais individuos coletadas por 30 minutos; C= Comum: 3- 9 individuos; R= Raro: 1-2 individuos.

Apidae Halictidae Colletidae
4]
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Espécie
Hydrocleys nymphoides
Jaboatdo dos Guararapes, PE A A C AR R
Cruz do Espirito Santo, PB A R C A E C|R
S&o Lourenco da Mata, PE A A A C
Dois Irmaos, Recife, PE A A C A
Limonocharis flava
Morada Nova, Recife, PE C R R
Curado, Recife, PE cC ¢C
Bayeux, PB R
S&o Lourenco da Mata, PE cC A C
Vale das Pedreiras, Camaragibe, PE R R C
Limnocharis laforestii
Alto Araguaia, MT R R
Goiana, PE C R R C
Serra Negra do Norte, RN R C




FIGURAS

Figura 1: Hydrocleys nymphoides (Alismataceae) da populacdo de Jaboatdo dos
Guararapes, Pernambuco Brasil. A - Habitat e detalhe da flor sendo visitada por
Protodiscelis palpalis; C — Flor em corte longitudinal, notar os estaminéddios finos e
pequenos; D — Diferencas no tamanho dos estames, da esquerda para direita ciclos mais
externos para internos.
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Figura 2: Limnocharis flava e L. laforestii. A- Estigma séssil em L. flava (SEM); B- Botdo floral
de L. flava, notar os estaminddios maiores que os estames férteis e 0 ovario com as suturas
carpelares (SEM); C- Bot&o floral de L. laforestii notar os estaminddios ndo recobrem as
anteras, e torcdo dos estigmas para direita; D- Flor aberta de L. laforestii da populacéo de Santa
Rita do Araguaia, Goids, Brasil; E- A esquerda da foto flor de L. laforestii da populacéo de
Goiana, Pernambuco, a direita flor de L. flava populacdo de Morada Nova, Recife, Pernambuco,
notar a diferenca de coloragéo das flores e formato do bot&o floral; F- Habitat da L. laforestii em
Santa Rita do Araguaia, Goiés, Brasil.
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Figura 3: Namero de sementes por fruto (n=10) oriundos dos experimentos de
polinizacéo e do sucesso reprodutivo (control) em Limnocharis flava (Alismataceae).
N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos ANOVA F(3, 36)=0.96513,
p=0.41976. Cross = polinizacdo cruzada manual, Spontaneous = autopolinizacéo
espontanea, self = autopolinizacdo manual. Teste a posteriori de Tukey.
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Figura 4: Namero de sementes por fruto (n=10) oriundos dos experimentos de
polinizacéo e do sucesso reprodutivo (control) em Limnocharis laforestii (Alismataceae)
provenientes da populacdo de Goiana, Pernambuco. Letras diferentes denotam
diferencas significativas. ANOVA: F(3, 36)=12.170, p=0.0001; aXb p=0,0001; bXc
p=0,0003. Cross = polinizacdo cruzada manual, Spontaneous = autopolinizacéo
espontanea, self = autopolinizacdo manual. Teste a posteriori de Tukey.
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Figura5: Numero de sementes por fruto (n=5) oriundos dos experimentos de polinizacao
e do sucesso reprodutivo (control) em Liminocharis laforestii (Alismataceae)
provenientes da populacdo de Alto Araguaia, Goias. Letras diferentes denotam
diferencas significativas. Kruskal-Wallis test: H(2, N= 15) =10.50000 p =0.0052. Cross
= polinizacdo cruzada manual, Spontaneous = autopolinicacdo espontanea,
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Resumo

E provavel que marcadores florais taxon-especificos permitam que as abelhas oligoléticas
reconhegam suas plantas hospedeiras. Volateis florais sdo reconhecidamente importantes canais de
comunicagdo entre plantas e polinizadores. A interacdo entre Hydrocleys martii (Alismataceae) e
Protodiscelis palpalis (Colletidae, Neopasiphaeinae) € interdependente em ambientes semiaridos no
Nordeste do Brasil, embora na regido de Floresta Atlantica essa mesma abelha visite flores de
Hydrocleys nymphoides. Utilizamos a técnica de headspace dindmico e GC-MS para caracterizar 0s
volateis emitidos por flores dessas duas espécies e testamos em ensaios no campo a atratividade dos
principais compostos dos buqués florais na atratividade de abelhas de P. palpalis. As flores de H.
martii produziram 22 compostos e H. nymphoides 13. Cada espécie, apesar de varios compostos em
comum, tem seu perfil de odores caracteristico. Benzendides metoxilados foram os principais
componentes dos buqués e p-metilanisole foi dominante em H. martii e 3,4-dimetoxitolueno em H.
nymphoides. Os compostos florais p-metilanisole, 2-metoxi-4-metilfenol, 3,4-dimetoxitolueno,
3,4,5-trimetoxitolueno e methyl salicilate foram testados no campo em flores artificiais construidas
com fita adesiva amarela e azul. Somente p-metilanisole atraiu significativamente mais abelhas a
flores artificias das duas cores comparadas com as de controle. Os nossos resultados, obtidos pela
primeira vez para abelhas oligolétcas em ambiente natural, mostram que um unico composto volatil
atrai fémeas de P. palpalis demonstrando que é o mais importante canal de comunicacao entre P.
palpalis e as flores de H. martii e H. nymphoides. Nossos resultados reforcam que 0s compostos
volateis especificos do buqué de flores sdo cruciais para a localizagdo de plantas hospedeiras por
abelhas oligolécticas.

PALAVRAS-CHAVE ADICIONAIS: Protodiscelis — Colletidae — Paracolletinae - perfumes florais
— odores — polinizacdo — oligoletia — semioquimicos — Caatinga - localizacéo de hospedeiro
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INTRODUCAO

Compostos volateis produzidos por flores sdo importantes no desencadeamento da atragdo de
polinizadores em mutualismos inseto-planta (Chittka & Raine, 2006; Raguso, 2008). Em alguns
sistemas de polinizacdo especializados, tais como o entre figos e vespas dos figos (Chen et al.,
2009), compostos volateis florais especificos sdo conhecidos por mediar a comunicacdo com
polinizadores especializados. Tais compostos Unicos que atraem uma Unica espécie de polinizador
foram chamados de "canais privados de comunicagdo” (Raguso, 2003; Chen et al., 2009, Soler et
al., 2010). Por outro lado, outras relacdes especializadas, como a de orquideas e abelhas Euglossini
(Dressler, 1982; Roubik & Hanson, 2004), sdo mediadas por uma mistura de compostos
amplamente distribuidos em buqués florais de varias espécies vegetais (Schiestl et al., 1999;
Svensson et al., 2010). Curiosamente, a maioria destes compostos também tem sido frequentemente
reportada na atragdo de insetos polinizadores em diferentes interagdes plantas-polinizadores
(Dobson, 2006; Carvalho et al., 2012).

Abelhas oligoléticas restringem a dieta de polen de suas larvas a espécies de plantas do
mesmo género ou familia (Robertson, 1925; Cane & Sipes, 2006). Mas como estes especialistas de
poélen encontram suas plantas hospedeiras especificas? E mais provavel que marcadores florais
taxon-especificos permitam que as abelhas oligoléticas distingam plantas hospedeiras de néo-
hospedeiras (Dotterl &Vereecken, 2010). Para Colletes fulgidus Swenk, 1904 (Colletidae), uma
espécie oligolética em flores de Asteraceae na América do Norte, Dobson (1987) especulou que
compostos florais especificos mediariam e guiariam a abelha na procura das flores de suas
hospedeiras. Mais tarde, alguns estudos confirmaram que a presenca de determinados compostos
volateis em complexos buqués florais de plantas hospedeiras seriam 0s responsaveis pelo encontro e
reconhecimento por parte das abelhas oligoléticas das suas plantas hospedeiras. Estas primeiras
indicacdes referem-se as espécies dos géneros Chelostoma (Megachilidae) (Dobson & Bergstrém,
2000), Andrena (Andrenidae) (Dotterl et al., 2005) e Hoplitis (Megachilidae) (Burger et al., 2010).
Estes estudos também indicaram que, além de pistas olfativas complexas (formadas pela mistura de
odores das hospedeiras), também sinais visuais estdo envolvidos na localizagdo e reconhecimento
das flores (Dobson & Bergstrom, 2000; Burger et al., 2010; Détterl et al., 2011; Milet-Pinheiro et
al., 2012).

A subfamilia Neopasiphaeinae (Hymenoptera, Colletidae), segundo nova defini¢do
(Almeida et al., 2012), inclui a maioria dos taxa de Paracolletini sensu Michener (2007).
Informacdes sobre relagbes alimentares nesse grupo indicam que todos os representantes

neotropicais sdo oligoléticos (Schlindwein & Wittmann, 1997a, b; Schlindwein, 1998, 2004).
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Estreitamente oligolética, a espécie Protodiscelis palpalis (Ducke, 1908) (Colletidae,
Neopasiphaeinae) forma uma associacao altamente especializada com a sua planta aquatica
hospedeira Hydrocleys martii Seub. (Alismataceae sensu APGIII, 2009) (Carvalho & Schlindwein,
2011). Ambas espécies sdao comuns, mas altamente sazonais em corpos d agua efémeros que surgem
somente apds as pesadas e irregulares chuvas na Caatinga(Carvalho & Schlindwein, 2011); uma
floresta seca, com abundantes arbustos espinhosos e plantas suculentas, ocorrente no Nordeste do
Brasil (Prado, 2003). Dado que ambas espécies de planta e abelha mostram interdependéncia
reprodutiva, esta associacdo € um bom candidato para investigacdo do papel de aromas florais no

encontro entre abelhas oligoléticas e seus hospedeiros.

Alguns espécimes de P. palpalis também visitam flores de Hydrocleys nymphoides (Willd.)
Buchenau que ocorre na regido costeira imida do Nordeste do Brasil e que mostra padrdes de
floragdo semelhantes (Haynes & Holm-Nielsen, 1992, Carvalho & Schlindwein néo publicado).
Enguanto a ocorréncia de H.martii € quase restrita a Caatinga, H. nymphoides é comum em diversas
regides neotropicias, mas ndo ocorre na regido de Caatinga (Haynes & Holm-Nielsen, 1992).
Diferentemente de H. martii, suas flores sdo polinizadas por abelhas poliléticas de grande porte e

amplamente distribuidas (Carvalho & Schlindwein, ndo publicado).

Neste estudo, identificamos os volateis florais de H. martii e H. nymphoides e testamos em
campo a eficacia individual dos principais componentes dos buqués florais na atracdo de fémeas de
P. palpalis. Perguntamos: 1) Quais compostos volateis sdo produzidos por flores de H. martti e H.
nymphoides; 2) Sera que os perfis de aromas das duas espécies se sobrepdem?; 3) Os principais

compostos produzidos por flores de Hydrocleys sdo envolvidos na atracdo de abelhas de P. palpalis?
METODOS
ESPECIES DE PLANTAS ESTUDADAS E LOCIAS DE ESTUDO

Hydrocleys martii é distribuida exclusivamente no Brasil, essencialmente na regido da Caatinga que
é caracterizada por um clima fortemente sazonal, com chuvas concentradas em poucos meses do
ano e que podem variar drasticamente em volume ( de 100 a 900 mm) (Andrade-Lima, 1981; Prado,
2003). Hydrocleys nymphoides tem uma distribuicdo muito mais ampla, mas ndo ocorre no
semiarido do Nordeste do Brasil (Haynes & Holm-Nielsen, 1992). No nordeste do Brasil, ocorre
exclusivamente nas planicies costeiras, originalmente ocupadas por Floresta Tropical Atlantica, hoje
reduzida a cerca de 5% de sua extensao original (Tabarelli et al., 2007). Plantas das duas espécies

de Hydrocleys ocorrer em corpos d'agua superficiais, de aguas estagnadas ou de baixo fluxo. Os
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bot6es florais se desenvolvem dentro da &gua, crescem para fora da lamina de agua e as flores
abrem por um unico dia. Em seguida submergem novamente para o desenvolvimento dos frutos. As
flores de H. martii sdo um pouco menores que as de H. nymphoides e sdo de cor amarelo brilhante.
As de H. nymphoides tém pétalas de cor bege palido, com estaminddios avermelhados. As flores de
H. martii apresentam um cone de estaminddios que cerram os estames férteis em uma camara de
polen central. Apenas abelhas de Protodiscelis palpalis tém acesso a cAmara de p6len e nectarios
escondidos pelos estaminddios (Carvalho & Schlindwein, 2011). Nas flores de H. nymphoides, 0s
estaminddios sdo curtos e estreitos, ndo cobrindo os estames. Nessa espécie, as flores sao
polinizadas principalmente por operarias de abelhas poliléticas altamente sociais e amplamente
distribuidas - Bombus brevivillus, Trigona spinipes e Apis mellifera, Apidae. Abelhas de P. palpalis
sdo visitantes florais esporadicos e também coletam néctar e p6len nas flores (Carvalho &
Schlindwein, ndo publicado).

O estudo foi realizado de Junho a Agosto de 2010, em quatro lagoas naturais da bacia
hidrogréafica do Rio Ipanema, em dois municipios de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Lagoa 1 e 2
estavam no municipio de Pedra, Fazenda Lagoa do Cha (8°41°6”’S e 36°54°48°W) e Fazenda
Caboclo(8°42°35”’S e 36°53°8”°W), respectivamente; 3 e 4 no municipio de Venturosa, Vila da
Carrapateira (8°36°42”S e 36°51°25”’W) e na Fazenda das Areias (8°21°33” S e 36°44°20”W),
respectivamente. Nestas quatro lagoas, vegetam apenas H. martii e Echinodorus palaefolius
(Alismataceae), polinizadas por abelhas cogenéricas oligoléticas de Protodiscelis alismatis
(Carvalho & Schlindwein 2011).

Para coleta de dados adicionais, plantas de H. martii e H. nymphoides foram cultivadas em
um jardim experimental em Camaragibe, nas proximidades de Recife, Pernambuco. Os individuos
de H. martii foram coletados nas lagoas 1 e 3, e 0s de H. nymphoides em um acude em Jaboat&o dos
Guararapes, Pernambuco (08°05' 46"S e 35°03' 20"0). As plantas foram cultivadas em aquarios de
50 ¢, preenchidos com 10 £ de um substrato constituido por areia e terra de jardim (1:1) e 20 ¢ de

agua.
AMOSTRAGEM DOS VOLATEIS FLORAIS E ANALISES QUIMICAS

Aromas florais foram coletados pelo método padrdo de headspace dinamico (Ddétterl et al., 2005b)
para estabelecer o perfil dos odores emitido pelas flores de H. martii e H. nymphoides cultivadas no
Jardim experimental, e determinar a volatilizagdo dos perfumes adicionados em flores artificiais
(veja abaixo). Flores naturais (n = 1 a 4 flores) e flores artificiais (n = 1, ensacada 10 min apos a

adicdo de uma substéncia) foram ensacadas em sacos de poliéster (Toppits Bratschlauch ®, 10 cm x
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10cm). Os volateis foram adsorvidos em um tubo de vidro com 0,2 g de uma mistura 1:1 de Tenax-
TA (Supelco) 60-80 e Carbotrap (Supelco) 20-40, ou 0,2 g de SuperQ (Supelco). O ar no interior do
saco foi sugado durante 4 horas, através do tubo de adsorcdo, utilizando-se uma bomba de vacuo
(G12/01EB, Thomas, Puchheim, Alemanha), com fluxo constante de200 ml/mim. Utilizou-se 100ul
de acetona (SupraSolv, MerkK KgaA, Alemanha) e uma mistura 9:1 de hexano e acetona
(SupraSolv, Merk KgaA, Alemanha) para eluir os volateis aprisionadas nos tubos de Tenax-
Carbotrap e nos tubos SuperQ, respectivamente. As amostras foram armazenadas em freezer a -
20°C até a anélise no Departamento de Sistematica de Plantas da Universidade de Bayreuth,

Alemanha.

Para identificar os compostos emitidos pelas flores naturais e artificiais, 1ul do eluente foi
analisada em um espectdmetro de massa Varian Saturno2000, acoplado a um cromatdgrafo gasoso
Varian 3800, equipado com um injetor 1079 (Varian Inc., Palo Alto, EUA). A coluna ZB-5 e as
configuracOes da cromatografia sdo descritas em Dotterl et al. (2005b). A identificagdo dos
compostos foi realizada por comparacao dos espectros de massa obtidos com o0s presentes no banco
de dados de espectros de massa NIST 08 ou MassFinder 3, e confirmada por comparacéo dos
tempos de retencdo com dados publicados (Adams, 2007). A identidade dos componentes
individuais foi confirmada por comparacdo dos espectros de massa e tempo de retencao dos
compostos na coluna bem como comparados a padrdes auténticos sintéticos. Para a quantificacdo
dos compostos, 1ug de 3-cloro-4-metoxitolueno foi adicionado como padréo interno em amostras

coletadas tanto a partir de flores naturais quanto das artificiais.
BIOENSAIOS COM COMPOSTOS SINTETICOS

Montamos flores artificiais simulacros das de Hydrocleys com fita adesiva inodora, comumente
utilizada para capturar insetos pragas em casas de vegetacdo, de corres amarela ou azul (BioTrap®,
Biocontrol, Sdo Paulo, Brasil). Para simular estaminddios, fixamos aglomerados de pequenas tiras
de papel de seda amarelo ou azul ao &pice de uma vara de madeira, envolta por um cone de fita
adesiva (Fig.1). Através da vara, 0s modelos de flores de Hydrocleys foram presos a um retangulo
de isopor de 25 x 10 cm. Apenas a face superior da flor artificial foi adesiva. As flores artificiais

tiveram o mesmo diametro de flores naturais de H. martii (28-30 mm).

Foram realizados experimentos de dupla escolha, utilizando-se duas flores artificiais: uma
impregnada com o odor a ser testado no ensaio e uma flor sem cheiro (controle). Em cada teste,
duas flores artificiais foram fixadas em um retangulo de isopor (25x10 cm), instalado na area

central do alagado, préximo & manchas de flores de H. martii (=60-150 flores por m?) e cerca de um
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metro de distancia um do outro. As flores artificiais foram inspecionadas a cada 30 a 50 min e as
abelhas aderidas a superficie adesiva foram transferidas para frascos mortiferos com acetato de
etila. Apos a inspecéo, as unidades amostrais foram reposicionadas pelo menos 1,5 m distante do
ponto de amostragem anterior. A cada transferéncia de local o isopor era rotacionado de forma que
as flores artificiais ficassem opostas a posicao anterior. Os experimentos comecaram as 9:00 e
terminaram as 13:00hrs. Realizamos os bioensaios em dias ensolarados, entre 25 a 27 de julho e 12

a 15 de agosto de 2010. Apenas fémeas foram contadas.

Nos biotestes utilizou-se compostos sintéticos padréo (standards) de p-methylanisole(>
99%), 2-methoxy-4-methylphenol (>98%), 3,4-dimethoxytoluene (>97%), 3,4,5-trimetoxitolueno
(> 97%) e methyl salicilate (> 99%), Sigma-Aldrich, Alemenha. Aplicou-se 1u¢ de um composto
puro nos estaminddios dos modelos azuis e amarelos e testadas contra um controle negativo (uma
flor artificial inodora). As unidades amostrais foram instaladas na superficie da lagoa 10min apés a
adicao das substancias com pipetadeira automatica de ponta descartavel.

As quantidades dos compostos liberados pelas flores artificiais durante os bioensaios foram
determinadas pela mesma técnica de headspace dindmico e técnicas de GC-MS. A quantidade de
cada composto liberado por flor artificial em relacdo a sua abundancia em flores naturais € mostrada

na tabela 1.
ANALISE DOS DADOS

Para testar as diferencas no total de abelhas capturadas em flores artificiais nos tratamentos
pareados, para cada composto utilizado, o teste binomial exato foi realizado assumindo a hipotese
nula de que a proporc¢éo de individuos capturados seria a mesma em flores artificiais impregnadas
com odor e flores artificiais controle de mesma coloracéo. Para comparar as proporcdes de abelhas
capturadas nas flores artificiais das duas cores, usamos tabela de contigéncia qui-quadrado 2x2.
Para comparar a diferenca entre o nimero total de abelhas capturadas em flores tratamento amarelas
vs flores tratamento azuis foi utilizado qui-quadrado para proporcdes esperadas desiguais,
assumindo-se que o nimero de abelhas capturadas nas duas cores € 0 mesmo. Esse teste foi
realizado dessa maneira, ja que o nimero de exposides de flores artificiais das duas cores nao foi

igual (72 flores artificias azuis e 107 artificiais amarelas).

Para abordar as diferencas qualitativas e quantitativas na composi¢ao do perfume entre as
espécies, foi realizada analise de similaridade (ANOSIM), utilizando uma matriz de quantidade

relativa (indice de similaridade de Bray-Curtis) e matriz de presenca e auséncia (indice de
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Sorensen). Utilizou-se o software Primer6, para testar as hipoteses de que a quantidade relativa ou a

presenca do composto é a mesma nas duas espécies.
RESULTADOS
AROMAS FLORAIS

As flores de ambas as espécies Hydrocleys emitiram uma quantidade similar absoluta de odores,
dominados por compostos aromaticos e varios terpendides (Tab. 2). As flores de H. martii
produziram 22 compostos, e as de H. nymphoides 13. No entanto, alguns compostos sdo exclusivos
para flores de uma ou outra espécie, e cada espécie teve seu perfil caracteristico de compostos
(ANOSIM: R = 0,98, p <0,001). A quantidade relativa de compostos emitidos por cada uma das
espécies também foi diferente (ANOSIM: R = 1,00, p <0,001). Em ambas as espécies benzenoides
metoxilados foram os componentes dominantes do perfume floral, correspondendo a cerca de 88%
em H. martii e 91% em H. nymphoides. p—methylanisole e 3, 4-dimethoxytoluene foram os
compostos mais abundantes nas flores de H. martii (80,7%) e de H. nymphoides (65,5%),

respectivamente.
BIOTESTES

Nos testes de dupla escolha, flores artificiais amarelas e azuis impregnadas com p-methylanisole
atrairam significativamente mais abelhas de P. palpalis do que flores controle. Apenas algumas
poucas abelhas foram coletadas nas flores artificiais impregnadas com os outros compostos
abundantes encontrados em flores Hydrocleys (2-Methoxy-4-methylphenol, 3,4-dimethoxytoluene,
e 3,4,5-trimethoxytoluene). As flores artificiais impregnadas com methyl salicilate, que ocorre em

pequena quantidade nas flores das duas espécies (Tabela 2) ndo atraem qualquer abelha (Fig. 2).

A proporc¢do de abelhas atraidas as flores tratamento versus controle ndo diferiu entre as
duas cores (tabelas de contingéncia 2x2, X*= 1,74, df = 1,0, p = 0,18), mas o nimero total de
abelhas capturadas em experimentos com flores amarelas (73 abelhas fémeas) foi maior do que o
esperado pelo acaso, indicando que as flores amarelas foram mais atraentes do que as flores azuis
(16 abelhas fémeas) (X?= 22,51; gl = 1; p = 0,0001).

DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que as flores de Hydrocleys martii e H. nymphoides produzem

compostos volateis em quantidades totais semelhantes, mas com diferentes composicéo e proporcéo
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de volateis. Dos cinco compostos aromaticos volateis (benzendides) encontrados nas flores, apenas
p-methylanisole, mais abundante em H. martii, mas também presentes em quantidades inferiores
nas flores de H. nymphoides, atrairam fémeas de P. palpalis. Flores artificiais amarelas bem como
azuis impregnados com p-methylanisole atrairam as abelhas oligoléticas. Estes resultados mostram
que este composto volatil € o guia principal para fémeas de P. palpalis no encontro de suas plantas
hospedeiras. Os dados apontam, entretanto, que a cor amarela também seria Gtil na busca por

parceiros interespecificos nessa interagéo.

Esta é a primeira analise dos aromas florais de representantes de Alismataceae e revelou que
espécies de Hydrocleys apresentam benzendides metoxilados, raros em buqués de florais e de
funcéo biologica desconhecida: 3,4,5-trimethoxytoluene (sinbnimo 1,2,3-trimethoxy-5-
methylbenzene) foi encontrada apenas em Narcissus (Amaryllidaceae) e 3,4-dimethoxytoluene (1,2-
dimethoxy-4-methylbenzene) em Malvaceae, Orchidaceae eValerianaceae (El-Sayed 2011). 2-
Methoxy-4-methylphenol (p-creosol) é mais comum, e foi encontrado em algumas Amaryllidaceae,
Araceae, Asteraceae, Oleaceae e Orchidaceae (EI-Sayed 2011) e se mostrou com propriedades
repelentes para moscas tsé-tsé (Glossina, Diptera, Glossinidae) (Saini e Hassanali 2007).

O composto floral principal de H. martii, p-methylanisole (1-methoxy-4-methylbenzene),
responsavel pela atragcdo da Unica espécie de polinizador, foi encontrada em baixas quantidades, em
buqués florais de diversas espécies de plantas (Knudsen et al., 2006). Recentemente, esse composto
foi relatado em duas espécies de familias ndo-relacionadas: a partir de siconios de Ficus semicirdata
(Moraceae) na China (Chen et al., 2009) e em flores de Cymbopetalum brasiliense (Annonaceae) na
Floresta Atlantica do Brasil (Braun et al., 2011). Em ambos os casos p-methylanisole representou
mais de 90% da producéo total do aroma floral. Enquanto a fungdo deste composto na associacao
Annonaceae-besouro ndo foi estudado ainda, na interacao entre os figos e as vespas dos figos Chen
et al. (2009) demonstraram que p-methylanisole funciona como atrativo apenas para a especializada
vespa polinizadora Ceratosolen gravelyi Grandi 1916 (Chalcidoidea,Agaonidae). Nessa interacao
esse composto é produzido em grandes quantidades, ocorre somente nessa espécie de Ficus na
China e é liberado exatamente no momento da maturagédo das inflorescéncias ndao atraindo nenhuma
outra espécie de vespa. Portanto esses autores consideraram como um canal privado de
comunicacdo nessa interacdo especializada (Chen et al., 2009; Soler et al., 2010). Na associacao
entre abelhas oligoléticas de P. palpalis/H. martii na Caatinga, a intensa produ¢do desse mesmo
composto quando as flores das plantas abrem nos alagados temporarios, orientam as abelhas

polinizadoras oligolética a esses canteiros de flores.
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As abelhas de uma espécie cogenérica, Protodiscelis alismatis (Ducke, 1908), oligoléctica
em espécies de Echinodorus (Alismataceae) (Carvalho & Schlindwein ndo publicado) e que eram
comuns nos locais de estudo, ndo foram atraidas pelos compostos utilizados nesses experimentos.
Essa observacao aponta para a especificidade desse canal de comunicacdo quimica. A mistura de
odores produzidos pelas flores Echinodorus palaefolius ndo contém qualquer uma das principais
substancias produzidas por flores Hydrocleys (Carvalho, Détterl, Schlindwein, ndo publicado).

Hé& apenas informacdes esparsas sobre a atracao olfativa de abelhas oligolética as suas
plantas hospedeiras. Fémeas de Andrena vaga Panzer 1799, oligoléticas em flores de Salix
(Salicaceae), foram atraidos por 1,4-dimethoxybenzene, o composto volatil predominante de suas
plantas hospedeiras, somente no inicio da temporada de voo (Détterl et al., 2005a) em uma area
restrita do Jardim Boténico da Universidade de Bayreuth, Alemenha. Para a abelha coletora de 6leo
Macrops fulvipes (Fabricius1804) (Melittidae), que também é oligolética nas flores de 6leo de
Lysimachia (Primulaceae) (Mogel, 1986; Westrich, 1989) experimentos em gaiolas mostraram que
pistas olfativas complexas sdo atraentes para as fémeas naivas, mas combinado ao sinal visual a
resposta foi maior (Détterl et al., 2011). Apos tornarem-se experientes as fémeas diminuiram a
atratividade a cada estimulo apresentado individualmente. Em experimentos também em gaiolas
abelhas naivas de Chelostoma rapunculi (Lepeletier 1841) responderam as pistas florais visuais e
olfativa de suas plantas hospedeiras de Campanula, entretanto a capacidade de atragéo as pistas
olfativas mudam quando as abelhas tornam-se experientes, respondendo frequentemente somente ao
estimulo visual (Milet-Pinheiro et al., 2012). Os nossos resultados, obtidos no ambiente natural,
mostram que um unico composto volatil atraiu fémeas de P. palpalis e que este é o mais importante
canal de comunicacdo com as flores nestes ambientes confinados. Ndo podemos afirmar com
certeza, entretanto, que p- methylanisole mostra a mesma capacidade de atracdo para fémeas naivas
de P. palpalis, pois os ninhos destas pequenas abelhas e provavelmente nidificantes no solo ndo séo
conhecidos e, portanto, os individuos emergidos recentemente ndo estavam disponiveis ou, quando
presente, ndo se distinguem de experientes. Nossos dados apontam que abelhas experientes séo
atraidas, uma vez que para cairem na flor artificial, tiveram que voar entre varias flores naturais de

H. martii. Algumas das abelhas capturadas inclusive apresentavam graos de p6len nas escopas.

Como a concentracdo dos compostos 2-Methoxy-4-methylphenol, 3,4-dimethoxytoluene, e
3,4,5-trimethoxytoluene artificialmente adicionadas as flores ndo foram proximas das concentracdes
naturalmente encontradas nas flores (Tab. 1), ndo podemos afirmar que eles também ndo séo
importantes atrativos a P. palpalis. E conhecido que determinados compostos podem funcionar

como atraentes em determinadas concentragfes enquanto que em outras funcionam como repelentes
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(Schiestl et al., 2011). Esse fato, entretanto, ndo invalida a importancia de p-methylanisole como
canal de comunicacgdo entre Hydrocleys e P. palpalis, ja que em concentragdes proximas das
naturais, essa substancia foi atrativa para as abelhas que tiveram o comportamento de visitar uma

flor sem nenhum outro recurso.

Este é o primeiro estudo sobre atracdo quimica mediada por odores florais de uma espécie
oligolética as suas plantas hospedeiras na regido Neotropical e a primeira de um representante de
uma espécie de Neopasiphaeinae, que tem distribuicéo restrita ao hemisfério sul. Devido a
oligoletia ter surgiu varias vezes de forma independente (Sipes & Wolf 2001; Sipes & Tepedino
2005; Larkin et al., 2008) os mecanismos de reconhecimento e descoberta das plantas hospedeiras
pelas abelhas também evoluiu de forma independente nas diferentes linhagens e, possivelmente, sao
mediadas por diferentes tipos de sinais. No entanto, nosso estudo reforca os achados recentes
(Dobson & Bergstrom 2000; Dotterl et al., 2005a), que os compostos volateis especificos do buqué
de flores sdo cruciais para a localizacdo do hospedeiro de plantas em abelhas oligoléticas.
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Com duas Tabelas

Tabela 1: Namero de flores naturais de Hydrocleys martii e H. nymphoides equivalentes a
quantidade de compostos emitidos por flores artificiais por composto testado (n=5).

2-Methoxy-4-
p-Methylanisole Methylphenol  3,4-Dimethoxytoluene 3,4,5-Trimethoxytoluene
H. martii 74 0 20.684 91.300
H. nymphoides 344 2.091 530 30.214

Tabela 2: Quantidade total de e percentual médio (% + EP) dos compostos do perfume floral,

coletados por meio de métodos headspace dindmico em flores de H. martii e H. nymphoides.

H. martii H. nymphoides

n=10 n=8

Amount of floral scent per flower [ug/h] 0.21+0.08 (n=4) 0.26+0.03 (n=4)

Benzenoids and phenylpropanoids

p-Methylanisole*! 80.73+2.45 7.12+1.65
Methyl benzoate* 0.21+0.10 1.62+0.75
2-Methoxy-4-methylphenol*2 - 11.12+4.25
Methyl salicylate*3 0.01+0.01 0.62+0.32
3,4-Dimethoxytoluene** 2.68+0.69 67.5+6,65
2,4-Dimethoxytoluene 5.04+0.65 -
3,4,5-Trimethoxytoluene*® 0.01+0.01 2.37£1.87
3,4-Dimethoxybenzaldehyde - 0.25+0.25
Elemicin - 0.25+0.16
N-bearing compounds

Benzeneacetonitrile* 0.44+0.18 Tr
Indole* - Tr
Terpenoids

a-Pinene* 3.02+1.77 Tr
B-Myrcene* 0.30+0.21 1.75+1.27
(E)-B-Ocimene* 0.97+0.38 -



Linalool* 0.18+0.10 -
(Z2)-Ocimene oxide 0.25+0.10 -
(E)-Ocimene oxide 2.29+0.71 -
(E)-4,8-Dimethyl-1,3,7-nonatriene* 0.24+0.15 0.42+0.42
Sesquiterpenes

B-Bourbonene + other sesquiterpene 0.7920.22 )
B-Caryophyllene* 0.57+0.17 -
unknown, m/z: 161,105,91,119,133,79 0.03+0.02 -
y-Muurolene 0.19+0.06 -
a-Muurolene 1.38+0.36 0.76x0.76
unknown, m/z: 119,161,91,105,79,39 0.05+0.05 1.08+1.08
d-Cadinene 0.04+0.04 5.13+1.13
(E)-Nerolidol* 0.47+0.2 -

* Identification based on authentic standards.
> Numbers indicate compounds tested in bioassays with artificial flowers.
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Com duas figuras

10mm 10mm Lot
=l ==

10mm

Figura 1: Par de flores artificiais fixadas ao isopor (250mm X 10mm), como apresentado nos

biotestes. B e C- Flores artificiais. D e E- Flores naturais de Hydrocleys martii e de H. nymphoides
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Treatment VS  Control

Methyl Salicilate

3,4,5-Trimethoxytoluene

3,4-Dimethoxytoluene

2-Methoxy-4-Methylphenol

p-Methylanisole p<0.001
60 50 40 30 20 10 0 10
Treatment VS  Control
Methyl Salicilate

3,4,5-Trimethoxytoluene -
3,4-Dimethoxytoluene .
2-Methoxy-4-Methylphenol -
p-MethyIaniSOIE _

12 10 8 6 - 2 0 2

Figura2: Numero de fémeas de Protodiscelis palpalis capturadas em flores artificiais de cor amarela
(em cima) e azul (abaixo). As diferencas de atratividade entre o tratamento e controle foram

acessadas pelo teste binomial exato. Foram expostas 72 flores artificiais azuis e 107 amarelas.
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5.4 Manuscrito
Traducao livre do artigo publicado no Journal of Chemical Ecology em lingua inglesa

(J Chem Ecol 38:315-318 DOI 10.1007/s10886-012-0084-z)

ABELHAS NOTURNAS SAO ATRAIDAS POR ODORES FLORAIS COMUNS
AIRTON TORRES CARVALHO"?, ARTUR CAMPOS DALIA MAIA®, POLIANA YUMI OJIMA?, ADAUTO

A. DOS SANTOS®, CLEMENS SCHLINDWEIN?"
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Paraiba, Cidade Universitdria, 58059-900 Jodo Pessoa, PB, Brazil
2 Departamento de Botdnica, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Anténio Carlos, 6627,
Pampulha, 31270-901 Belo Horizonte, MG, Brazil
3 Departamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Luis

Freire, s/n, Cidade Universitdria, 50670-901 Recife, PE, Brazil

Autor correspondente: Clemens Schlindwein, schlindw@gmail.com

Com duas figuras
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Resumo

A localizacdo de flores na escuriddao é uma tarefa desafiadora para polinizadores noturnos.
Aromas florais frequentemente desempenham um papel crucial orientando-os aos seus
hospedeiros. Utilizando compostos volateis comumente encontrados em buqués florais,
capturamos abelhas noturnas fémeas de Megalopta (Halictidae). Assim, desvendamos pistas
olfativas envolvidas na busca por recursos florais. Aplicando esse novo método de
amostragem, oferecemos novas perspectivas sobre a investigacdo em abelhas noturnas.
Palavras-chave

Augochlorini, relacdo abelha- planta, Benzenoides, Brasil, Halictidae, Megalopta, sinoménios

pistas olfativas
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INTRODUCAO
Fragrancias florais sdo importantes sinais e atrativos de polinizadores noturnos (Knudsen and
Tollsten 1995; Raguso 2001, 2008; Dobson 2006). Pistas odoriferas sdo cruciais para muitas
abelhas, tanto na localizacdo de flores a longa distancia (e.g. machos de abelhas das orquideas,
Apidae, Euglossini; Dressler 1982) como no reconhecimento de flores a curta distancia
(revisado por Dotterl and Vereecken 2010).

No entanto, devido a escassez de estudos voltados especificamente para o papel de
voldteis em interagdes abelha-planta, excluindo as abelhas das orquideas entre as espécies de
Apidae, Andrenidae e Colletidae, ndo mais que dez espécies estdo associadas a atrag¢do por
odores especificos(Burger et al. 2010; Dotterl and Vereecken 2010; Détterl et al. 2011). Isso
também é verdadeiro para sistemas de polinizagao envolvendo as poucas espécies de abelhas
ativas a noite.

O forrageamento noturno de abelhas tem sido observado entre Colletidae (género
Ptiloglossa) e Halictidae (Lasioglossum, Megommation, Megaloptidia, Reepenia e Megalopta)
nos Neotrdpicos, Apidae (Xylocopa) nos Paleotrdpicos e Andrenidae (Perdita) na regido
Neartica (Wcislo et al. 2004; Michener 2007). O género Megalopta Smith, 1853 (27 spp.)
(Augochlorini) se distribui do centro do México ao norte da Argentina (Michener 2007). No
Brasil, abelhas de Megalopta sdo encontradas em quase todas as formacdes florestais, desde
regides secas a florestas tropicais chuvosas (Silveira et al., 2002). Voando e coletando recursos
florais em condi¢des de baixa luminosidade e até mesmo na completa escuridao, essas abelhas
ocupam um nicho inacessivel a outros grupos de abelhas (Warrant et al. 2004; Wcislo et al.
2004). Devido aos seus habitos noturnos/crepusculares, poucos exemplares de abelhas de
Megalopta estdo representados em cole¢des entomoldgicas e sua biologia é quase
desconhecida, com exceg¢dao M. genalis (e.g Warrant et al. 2004; Wcislo and Tierney 2009).

Alguns estudos envolvendo abelhas de Megalopta se referem ao forte odor emitido

pelas flores das quais essas abelhas visitam (e. g. Wolda and Roubik 1986; Bullock et al. 1987;
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Hopkins et al. 2000). Entretanto, ainda é desconhecido o eventual papel dos odores como
pistas florais na atratividade para abelhas noturnas. Compostos volateis florais comumente
encontrados em buqués florais de plantas com antese noturna e reconhecidos como atrativos
para machos de abelhas das orquideas foram selecionados para este estudo. Assim,
perguntou-se: esses odores florais também atraem abelhas noturnas?

MATERIAIS E METODOS
Conduzimos experimentos de atratividade de abelhas a odores florais em duas localidades: a
primeira localizada entre os municipios de Alto Araguaia, no Estado do Mato Grosso, e Santa
Rita do Araguaia, no Estado de Goias (17°18’ S, 53°12’ W), caracterizada por vegetacdo de
Cerrado, um complexo savanico comum a regido central do Brasil. A segunda estd localizada
no Nordeste do Brasil (Municipio de Camaragibe) (8°02’S 34°59’W) e corresponde a uma area
moderadamente urbanizada com fragmentos de Floresta Atlantica, floresta tropical chuvosa
gue ocorre ao longo da costa Atlantica do Brasil.

Foram confeccionadas armadilhas com garrafas tipo PET transparentes de dois litros,
adaptadas a partir do modelo usado para capturar machos de euglossine. Cada unidade
consistia de uma garrafa com dois orificios opostos (22 mm @) na por¢do mediana. Em cada
orificio, foi inserido um funil construido com a parte superior de outras garrafas. As iscas de
cheiro foram confeccionadas com bolas de papel filtro impregnada com 5 ml do volatil floral a
ser testado, posteriormente dependuradas por um fio de barbante dentro das garrafas entre
os orificios. (Fig.1). Standards comerciais de sete compostos volateis florais foram utilizados:
methyl salicylate (Sigma-Aldrich, Brazil 299.0%), B-ionone (Sigma-Aldrich, Germany >97%), 1,8-
cineole (Merck, Germany >98%), vanillin (Sigma-Aldrich, Germany >97%), benzyl acetate,
(Merck, Germany >95%), eugenol (Merck, Germany >98%) e benzyl benzoate (Fluka Buchs,
Switzerland >99%). Conjuntos de oito armadilhas, sete contendo cada uma isca de cheiro e
uma sem odor (controle), foram instalados dentro de um raio de 10 m no interior de

fragmentos de mata. As armadilhas foram instaladas as 17:30 h e retiradas as 06:00 h da
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manha seguinte. Na drea de Cerrado, 11 pontos foram amostrados entre 21 de fevereiro e 4
de marco de 2010. Na drea de Floresta Atlantica, amostragens foram conduzidas durante trés
noites entre 19 de marco e 3 de Julho de 2010. Todos os espécimes amostrados nas duas
localidades foram agrupados para aplicacdo do teste binomial exato, utilizado para saber a
diferenca na frequéncia de abelhas capturadas em cada armadilha de cheiro comparado com o
controle. Foi testada a hipdtese nula de que o niumero de abelhas seria igual tanto nos
tratamentos como no controle. Os espécimes coletados foram depositados na Colegao
entomoldgica da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, e Universidade Federal de
Minas Gerais — UFMG, Belo Horizonte, Brasil.

RESULTADOS
Trinta e quatro abelhas fémeas de trés espécies de Megalopta foram capturadas nas
armadilhas de cheiro: Megalopta sp. aff. aegis na Floresta Atlantica, M. guimaraesi Santos &
Silveira, 2009 no Cerrado, e M. amoena (Spinola, 1853) nas duas localidades. As abelhas foram
atraidas por quatro dos sete compostos testados: os benzendides benzyl acetate, methyl
salicylate, e benzyl benzoate, bem como no o terpeno irregular B-ionone. Diferengas entre o
numero de abelhas capturadas nas armadilhas tratamento versus controle somente foram
encontradas somente para benzendides, cada um atraindo entre nove e 14 individuos (Fig. 2a).
Somente uma abelha foi coletada em R-ionone e nenhuma registrada para 1,8-cineole, vanillin
ou eugenol, bem como nenhuma nas armadilhas controles. Fémeas de M. guimaraesi e M.
amoena foram capturadas nos trés benzendides testados e de Megalopta aff. aegis somente a
benzyl benzoate e methyl salicylate (Fig. 2b). No Cerrado, foi capturado um total de 21
abelhas, atraidas mais eficientemente por benzyl acetate e methyl salicylate. Na Floresta
Atlantica, benzyl benzoate e methyl salicylate foram mais atrativos para abelhas de Megalopta
onde foi coletado um total de 13 individuos.

DISCUSSAO

Neste estudo mostra que abelhas ativas a noite do género Megalopta foram atraidas por
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volateis florais comumente encontrados em buqués florais (veja Knudsen et al. 2006). Devido
as armadilhas serem iguais e construidas com garrafas PET transparentes, pode ser descartada
a eventual influéncia do estimulo visual (e.g. cor, formato) para esses insetos. Dessa forma,
concluimos que essas abelhas noturnas sdo capazes de se guiar até as suas potenciais plantas
hospedeiras apenas com o auxilio de pistas olfativas. Com isso permite ser adicionado um
novo grupo de insetos a lista dos polinizadores noturnos guiados principalmente pelos odores,
que ja incluiam morcegos, mariposas e besouros (Gottsberger and Silberbauer-Gottsberger
1991; Knudsen and Tollsten 1995; Bernhardt 2000; Raguso 2001). Os compostos atrativos as
fémeas de Megalopta sao proeminentes constituintes de buqués florais de varias
angiospermas polinizadas por polinizadores ativos durante a noite (Raguso 2001; Dobson,
2006; Knudsen et al. 2006). As espécies quiropterofila de Ochroma (Malvaceae) e Gustavia
(Lecythidaceae), que apresentam, por exemplo, em seus buqués odores que incluem methyl
salicylate, benzyl acetate, benzyl benzoate e B-ionone (Knudsen and Tollsten 1995; Knudsen
and Mori 1996, Knudsen et al. 2006),sdao também frequentemente visitadas por espécies de
Megalopta (Wcislo et al. 2004). Todos esses compostos também sdo eliciadores de
comportamento de coleta em machos de euglossine (Dressler 1982).

Até esse momento, é muito cedo especular sobre os detalhes da atratividade seletiva
aos odores por fémeas de Megalopta. Incluir uma grande variedade de odores em
amostragens maiores poderia ser um préximo passo interessante. Além disso, detalhes da
biologia da polinizacdo de plantas visitadas por Megalopta e outras abelhas noturnas e a
caracterizacdo dos odores de suas flores sdo necessarias para desvendar outras facetas dessa
interacao.

Nossos resultados indicam que abelhas noturnas, similarmente a outros grupos de
polinizadores noturnos, usam fortemente o sinal odorifero na busca por flores na escuridao.
Especulamos que abelhas noturnas tém usado sinais quimicos comuns a plantas com antese

noturna para acessar recursos pouco explorados por outros grupos de polinizadores noturnos.
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Nossos achados fornecem um novo método de amostragem de abelhas Megalopta e
abrem um novo campo de investigacdo nas interacdes entre abelhas noturnas e suas plantas
recurso, bem como seu comportamento, biologia e distribuicdo. Esperamos que o uso desses
compostos volateis possam também induzir respostas atrativas de outros grupos de abelhas

noturnas.
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Individuos capturados

16 1

12 A

Figuras

Figura 1: Armadilhas de cheiro utilizadas na captura de abelhas de Megalopta, esquema e
fotografia. As armadilhas foram construidas de garrafas tipo PET de dois litros com duas
entradas e a isca de cheiro localizada entre as aberturas.
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Figura 2: NUumero de fémeas de Megalopta capturadas em armadilhas com standards de
volateis florais em duas localidades no Brasil. A) Numero de abelhas capturadas por composto
volatil. Benzyl benzoate, methyl salicylate, benzyl acetate atrairam significativamente mais
abelhas que controle, acessado pelo teste binomial exato. B) Numero de individuos por
espécie de Megalopta capturadas por composto; ns: ndo significante.
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