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RESUMO

MONETTA-CARVALHO, AC.2015. Variagdes morfologicas nas flores de Byrsonima
intermedia (Malpighiaceae) e seu impacto no valor adaptativo da espécie: polinizagdo e
producao de frutos. Dissertacdo de Mestrado em Ecologia e Conservacao dos Recursos
Naturais. Universidade Federal de Uberlandia, Minas Gerais.

Em plantas dependentes da polinizacdo bidtica, tragos florais podem incluir pistas tateis,
olfativas e visuais e fatores como cor, formato, odor ou combinacdes dessas pistas
podem ser utilizados para identificar as flores como fonte de recompensas.Um dos
componentes que atraem os polinizadores ¢ a simetria, utilizada para discriminagao
entre flores com diferentes quantidades de recursos e pode ser alterada pela atividade de
herbivoros florais, capazes de interferir na quantidade de visitas do polinizador ou
alterar a eficiéncia da poliniza¢do. As espécies de Malpighiaceae sdo conhecidas por
ofertar polen e 6leo aos seus visitantes, além de ser uma familia importante no Cerrado,
um dos ecossistemas que mais sofre degradacdo no mundo. Diante disso, os objetivos
desse estudo foram: a) observar a relacdo entre simetria floral natural e recursos
ofertados aos polinizadores e se b) hd discriminacdo pelos polinizadores entre flores
simétricas e flores experimentalmente assimétricas, ou seja, artificialmente danificadas
simulando herbivoria e seus efeitos sobre a polinizacdo e consequente produgdo de
frutos. A coleta de dados foi realizada em uma area de cerrado do Clube de Cacga ¢
Pesca Itororé de Uberlandia, de setembro de 2013 a julho de 2014. A taxa de simetria
floral natural e os recursos florais foram observados nas flores de 24 individuos de
Byrsonima intermedia (murici-pequeno), das quais 3 inflorescéncias foram ensacadas na
pré-antese e trés flores de cada inflorescéncia tiveram suas medidas tomadas. A partir
do eixo longitudinal central da pétala estandarte foram medidas as larguras dos lados
direito e esquerdo. Foram medidos os comprimentos das duas pétalas imediatamente ao
lado da pétala estandarte (pétalas proximais) pelos seus eixos longitudinais centrais.
Foram medidas, ainda, as distdncias do dpice da pétala estandarte até o apice das duas
pétalas mais distantes, ou pétalas distais. Cada flor medida foi também utilizada para a
quantificagdo do volume de 6leo de seus elaidforos com tubo capilar e quantificagdo dos
graos de polen, retirados e corados com Carmin Acético. Nas mesmas plantas, foram
escolhidas quatro flores que tiveram 10% das areas das pétalas estandarte, proximais ou
distais retiradas e quatro controles, que nao receberam manipulacao. Essas flores foram
acompanhadas até a frutificagdo. Nao foram encontradas diferencas significativas entre
a quantidade de oleo ofertada aos polinizadores e a simetria floral (r= -0.1407, df= 22,
p= 0.5118), bem como para quantidade de polen (r=-0.0079, df= 22, p=0.9707), o que
indica que, para esse sistema de estudo, a simetria ndo pode ser utilizada como
parametro dos recursos disponiveis. Foi encontrada diferenga significativa na propor¢ao
de frutos formados entre o grupo controle e o grupo tratamento (X*=91,147, gl=3,
p<0,01), mas ndo entre os tratamentos (X?>=2,026, gl=2, p=0,363), o que sugere que as
manipulagdes realizadas nas pétalas influenciaram a visitagdo e consequente
polinizagdo, mas o local onde essa manipulacdo foi realizada ndo € tdo importante.

Palavras chave: simetria floral, recursos florais, florivoria, Malpighiaceae



ABSTRACT

MONETTA-CARVALHO, AC.2015.Morphological variations in flowers of Byrsonima
intermedia (Malpighiaceae) and its impact on the adaptive value of the species:
pollination and fruit set. Master thesis in Ecology and Conservation of Natural
Resources. Federal University of Uberlandia, Minas Gerais state, Brazil.

For plants which rely on biological pollination, floral traits related to pollination can
include tactile, olfactory and visual cues and color, shape and odor or combinations of
these cues can be used to identify flowers as source of rewards. One of the components
that attract pollinators is symmetry, used to discriminate flowers with different levels of
rewards. Symmetry can be altered by the activity of floral herbivores, capable of
interfering on pollinator visitation rate or alter pollination efficacy. Malpighiaceae
species are known to offer pollen and oil to their floral visitors and compose an
important family on Brazilian savannah (Cerrado), one of the most degraded
ecosystems in the world. The aim of this study was to: a) observe the relation between
natural floral symmetry and floral rewards and b) assess pollinator discrimination of
experimentally asymmetrical flowers, simulating floral herbivory, and its effects over
pollination and fruit set. Data collection was performed in a Cerrado area inside Clube
Caca e Pesca Itororo de Uberlandia, from September 2013 to July 2014. Natural floral
symmetry and floral rewards were observed in flowers of 24 bushes of Byrsonima
intermedia (Malpighiaceae), in which 3 inflorescences were bagged in pre-anthesis
phase and three flowers from each inflorescence had their measures taken. The width of
right and left sides of the standard petal was measured as well as the length of proximal
petals from the central longitudinal axis . The distance of the apex of standard petal to
the distal petals was also measured. Each measured flower was then used to the
quantification of elaiophores oil volume with a capillary tube and pollen grain
quantification, dyed with Acetic Carmin. On the same plants, we chose four plants that
had 10% of petal area removed, on standard, proximal or distal petal and four control
plants, which were not manipulated. These flowers were followed to fructification and
the seeds were placed in gerbox boxes over germination paper. There were no statistical
differences between oil quantity and floral symmetry (r=-0.1407, df= 22, p=0.5118) as
well as pollen quantity (r= -0.0079, df= 22, p= 0.9707), which indicates that, for this
particular plant, symmetry is not a reliable sign of floral rewards. There was statistical
differences in the proportion of fruits formed from control and treatment groups
(X?=91,147, gl=3, p<0,01), but not among treatments (X*=2,026, gl=2, p=0,363), what
suggests that petal manipulation have an effect on pollinator visitation, but the point of
manipulation is not that significant.

Keywords: floral symmetry, floral rewards, florivory, Malpighiaceae.



INTRODUCAO

A polinizagao € o processo no qual o pdlen produzido nas anteras ¢ transferido
para o estigma de uma flor da mesma espécie (WILCOCK e NEILAND, 2002) e pode
acontecer entre flores de um mesmo individuo, denominada autopolinizagdo, ou entre
flores de individuos diferentes, chamada polinizacdo cruzada (TOREZAN-
SILINGARDI, 2012). A polinizacdo cruzada oferece mais vantagens quando
comparada a autopolinizagdo, pois possibilita maior diversidade genética e,
consequentemente, maior potencial de adaptacdo da semente produzida as condigdes
ambientais distintas (SOLBRIG, 1976). Para que esse tipo de polinizagdo aconteca, €
necessario o envolvimento de vetores externos, bidticos ou abidticos (URRU et al.,
2011; TOREZAN-SILINGARDI, 2012), sendo que a polinizacdo bidtica diminui o
desperdicio de pdlen e permite o estabelecimento das plantas em ambientes mais
diversos, como florestas tropicais (MIDGLEY e BOND, 1991).

As plantas tiveram suas partes florais modificadas ao longo do tempo evolutivo
(teoria da coevolucao planta/polinizador), atraindo e ajustando-se ao polinizador
(STEBBINS, 1970), de modo que a eficiéncia da polinizacdo biotica foi aumentada.
Portanto, os tracos florais estdo relacionados a polinizacdo e aos processos de
fertilizagdo, ou seja, podem ser ajustados pela selecao para assegurar a transferéncia de
polen, afetar a eficiéncia com a qual o polen ¢ removido das anteras e depositado no
estigma, interferir no crescimento subsequente do tubo polinico no interior do pistilo e,
até mesmo, afetar a fertilizagdo do é6vulo (GALEN e STANTON, 1989; FERNANDEZ
et al. 2009).

A eficécia da polinizagdo pode ser avaliada a partir da eficiéncia da transferéncia

de polen, ou seja, a habilidade de polinizadores removerem e transportarem o pdlen para



os estigmas e da frequéncia de visitagdo, a qual ¢ a razdo entre a abundancia de
polinizadores e o numero de flores visitadas em um dado intervalo de tempo
(SILVEIRA et al., 2012). Nesse contexto, a eficiéncia de um determinado polinizador
esta relacionada a sua combinagdo anatdmica, temporal e comportamental com a flor o
que, por sua vez, afeta a quantidade de podlen depositado e removido a cada visita
(JOHNSON et al., 2009). As plantas que dependem de polinizadores desenvolvem
caracteristicas que levam a poliniza¢@o, por exemplo,maximizando a atragdo de visitas e
oferecendo recompensas ao polinizador, visto que o sucesso da transferéncia do pdlen
depende, entre outros fatores, da quantidade e duracao das visitas (JONES e REITHEL,
2001, ALMEIRA-SOARES et al., 2010).

A probabilidade de visita de um polinizador ¢ elevada por tragos florais que
funcionam como sinalizadores. Esses sinais podem incluir pistas tateis, olfativas e
visuais, como tamanho, forma e coloracdo da flor ou inflorescéncia (KEVAN e LANE,
1985; POVEDA et al., 2005, TOREZAN-SILINGARDI, 2012). A cor ¢ a forma
podem auxiliar o reconhecimento e a discriminacdo das flores pelos polinizadores
através do contraste com o ambiente que circunda a planta. Os contornos externos e
internos permitem que o polinizador pouse na posicdo apropriada para obter
rapidamente o recurso, o que pode facilitar a polinizagdo (DAFNI e KEVAN, 1996). No
entanto, nem todos os atributos contribuem de forma igual para a atragdo. Fishman e
Hadani (2013) afirmam que uma planta pode se tornar menos atrativa ao sofrer
pequenas mudancas no formato e coloragdo, pois poderd ser percebida de forma
diferente pelo polinizador. Tanto cor, formato, odor ou combinag¢des dessas pistas
podem ser utilizados para identificar as flores como fonte de recompensas (GOULSON,
1999). Essas recompensas florais podem incluir néctar (WATT et al., 1974; LIMA et

al., 2014; SOMME et al., 2014), polen (STEPHEN et al., 1969; SOMME et al., 2014),



o0leos (BUCHMANN, 1987; VOGEL, 1990; SAZAN et al., 2014) ¢ resinas
(ARMBRUSTER, 1987; GUSTAFSSON e BITTRICH, 2002), que sdo recursos
importantes para sobrevivéncia dos visitantes florais.

Os recursos e as caracteristicas florais atrativas foram selecionados durante a
evolucdo das angiospermas, levando a uma maior adequagdo da flor aos visitantes
florais (URRU et al., 2011). Estima-se que essas associa¢des planta-polinizador
representam o resultado de aproximadamente 100 milhdes de anos de evolugdo
(GOULSON, 1999). Desse modo,os sinais florais sdo fundamentais para a evolucgdo
(SILVA e LUTZ, 2004), que deve respeitar a organiza¢do basica corporal do animal
polinizador. Portanto, considera-se a organizag¢do dorsiventral das flores especializadas
como consequéncia da organizagdo dorsiventral dos animais relevantes como
polinizadores, especialmente as abelhas (WESTERKAMP e CLABEN-BOCKHOFF,
2007). Desse modo, os polinizadores podem selecionar os diversos formatos florais,
caracterizando as sindromes de polinizagdo (FENSTER et al., 2004).

Um dos componentes dos tragos florais que atraem os polinizadores ¢ a simetria,
que ¢ o padrao repetido das unidades estruturais (sépalas, pétalas, estames e carpelos)
em relagdo ao eixo principal da flor (NEAL et al., 1998). Nas flores, os dois principais
tipos de simetria encontrados sdao a actinomorfia, presente em flores onde os 6rgaos do
mesmo verticilo sdo idénticos e regularmente dispostos no recepticulo permitindo
multiplos planos de simetria; e a zigomorfia, com verticilos em um s6 plano de simetria,
onde o lado direito ¢ a imagem espelhada do lado esquerdo (KALIZS et al., 2006;
JABBOUR et al., 2008; GRAHAM et al., 2010). A simetria floral pode influenciar a
preferéncia e a percepcao das flores, de modo que diferentes polinizadores podem optar

por diferentes padroes de simetria. Abelhas, por exemplo, tém preferéncia inata por
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flores bilaterais, enquanto besouros, vespas e borboletas parecem preferir flores radiais
(KALISZ et al., 2006).

Nas angiospermas, a transi¢ao da simetria floral radial para bilateral foi uma
inovacdo-chave associada com a dissemina¢do das plantas com flores pelo ambiente
terrestre (CUBAS, 2004; KAY et al., 2006), pois criou uma especificidade de
polinizagdo, promovendo um encaixe entre a morfologia da flor e do polinizador, que
resultou na maior eficiéncia do transporte de polen (WOLFE e KRSTOLIC, 1999;
BECKER et al., 2011). Essa ideia tem como base o fato de algumas das maiores
familias de angiospermas, como Fabaceae e Orchidaceae serem predominantemente
zigomorficas (CUBAS, 2004). A simetria floral bilateral restringe a direcdo de
aproximagao do polinizador a um s6 plano, obrigando que este se aproxime da flor em
uma orientacdo particular, ao contrario da simetria radial, que permite que os
polinizadores alcancem a flor por mais de uma direcao (KALISZ et al., 2006). As flores
zigomorficas geralmente apresentam modificagdes para facilitar o acesso do polinizador
em uma direcdo especifica: as pétalas ventrais podem ser transformadas em plataformas
de pouso, os estames podem ser reduzidos em certas posigdes para facilitar o acesso do
polinizador aos recursos, além de estames e carpelos poderem estar posicionados para
maximizar o contato com o corpo do polinizador (KAY et al., 2006).

Para os insetos, a percep¢ao de simetria pode ser utilizada para discriminagao
entre flores com maior ou menor quantidade de recursos (GOULSON et al., 1999).
Alguns polinizadores mostram preferéncias inatas por flores simétricas, sugerindo que
os padroes de simetria sdo considerados como pistas para o reconhecimento da
qualidade da planta (RODRIGUEZ et al., 2004). Neal ¢ colaboradores (1998) chegam a
considerar que, se a simetria estiver relacionada a quantidade de recursos, uma

preferéncia inata aos padroes simétricos levard os polinizadores a ter maior visitagdo nas
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flores mais simétricas. Dos diversos grupos taxondmicos de polinizadores, destacam-se
varios estudos sobre a percepcdo da simetria floral por abelhas e sua relagdo com a
coleta de recursos como polen e néctar (M@LLER e ERIKSSON, 1994; M@LLER e
ERIKSSON, 1995; WEST e¢ LAVERTY, 1998; M@LLER, 2000; RODRIGUEZ et al.,
2004; WIGNALL et al., 2006), mas ainda nao foram relacionadas a simetria floral e a
quantidade de 6leo oferecidas aos polinizadores.

A presenca de herbivoros florais pode ser um fator que influencie a selegdao da
flor pelos polinizadores, visto que sua atividade pode causar mudangas na morfologia
floral, alterando o tamanho da corola (CONNER e RUSH, 1996), a quantidade de
recursos disponiveis (MUTIKAINEN e DELPH, 1996) e a simetria da flor (MCCALL,
2008), entre outros. A alteragcdo nesses tracos florais pode afetar as interagdes com os
polinizadores pela modificacdo da quantidade de visitas (FERREIRA ¢ TOREZAN-
SILINGARDI, 2013; SOBER et al., 2010) ou por alteracdes na eficiéncia da
polinizagdo (MOTHERSHEAD e MARQUIS, 2000), pela diminui¢do do encaixe
morfologico entre a planta e o polinizador.

As espécies da familia Malpighiaceae oferecem 6leo e polen como recurso floral
(COSTA et al., 2006) e sua associacdo com polinizadores data desde o periodo Eoceno
(TAYLOR e CREPET, 1987). A familia ¢ considerada monofilética baseada em
estudos morfoldgicos e moleculares (SOUTO e OLIVEIRA, 2013) e é composta por
arvores, arbustos e lianas, encontrados em florestas tropicais, subtropicais e savanas
(DAVIS e ANDERSON, 2010), porém sdo mais comumente encontradas em ambientes
relativamente abertos, como savanas esparsas (incluindo areas de cerrado) e pastagens
(ANDERSON, 1979). Possui aproximadamente 77 géneros e 1300 espécies, sendo 85%

destas neotropicais (DAVIS e ANDERSON, 2010). No Brasil ha 32 géneros com cerca
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de 300 espécies (COSTA et al., 2006), sendo 16 géneros e 126 espécies encontradas em
areas de Cerrado (MENDONCA et al., 1998).

Byrsonima Rich.é o maior género da familia Malpighiaceae, com 160 espécies
de lianas, arvores, arbusto e subarbustos, sendo que grande quantidade esta presente nas
regides de savana (MENDES et al., 2011; BARBOSA et al., 2014). No Brasil, s3o cerca
de 70 espécies (MENDES et al., 2011), popularmente conhecidas como murici (JOLY,
2002). O género ¢ um importante constituinte da flora do Cerrado, com 52 espécies
descritas (VILLAS-BOAS et al.,, 2013). Sdo plantas de répido crescimento, flores
vistosas e frutos carnosos, importantes na dieta de passaros frugivoros (MENDES et al.,
2011) e de grande utilizacdo na medicina popular (BEJAR et al. 1995; SANNOMIYA
et al., 2007; LIMA et al., 2008; GUILHOM-SIMPLICIO e PEREIRA, 2011). Estudos
demonstram que extratos das folhas apresentam potencial antioxidante (ROLIM et al.
2013), antiulcerogénico (SANNOMIYA et al., 2005) e antidiarreico (LIMA et al., 2008)

A polinizagdo do género ocorre através de abelhas Apidae coletoras de oleo,
como as pertencentes as tribos Centridini e Tapinostapidini (VILLAS-BOAS et al.,
2013), que coletam o pdlen por vibracao (VOGEL, 1990; SIGRIST e SAZIMA, 2004;
TOREZAN-SILINGARDI, 2007). Portanto, pode-se dizer que a morfologia floral sofre
influéncia por pressao seletiva desses polinizadores (VILLAS-BOAS et al., 2013).

Tendo em vista que no Cerrado encontra-se uma grande assembleia de
interacdes planta-animais, fundamentais para a estruturagdo do funcionamento do
ecossistema como um todo (ALVES-SILVA et al., 2012) e que, nesse ambiente, as
interacdes ecologicas ainda sao pouco estudadas, especialmente as que ocorrem entre
flores e seus visitantes (DEL CLARO e TOREZAN-SILINGARDI, 2009; FERREIRA e
TOREZAN-SILINGARDI, 2013) e considerando a caréncia de estudos envolvendo a

simetria floral e sua relagdo com os polinizadores no Brasil, decidimos utilizar, como
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modelo, uma espécie de Malpighiaceae com flores zigomorfas, abundante no Cerrado.
Este estudo teve como objetivo investigar a hipotese de que flores com maior variagdo
na simetria devem apresentar menor quantidade de recursos, como polen e o6leo e,
portanto,devem ser menos atrativas para polinizadores, formando menos frutos. Para
tanto, foram abordadas como questdes principais:

I. Ha relagdo entre simetria floral natural e recursos ofertados aos polinizadores?

II. H& discriminacdo pelos polinizadores entre flores simétricas e flores
experimentalmente assimétricas, ou seja, artificialmente danificadas para simular

herbivoria, com efeitos sobre a polinizagdo e consequente producao de frutos?

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado na reserva ecologica de Cerrado do Clube Caga e Pesca
Itororé de Uberlandia (CCPIU) (18°56" 21.04" S, 48°16' 14.33 " O), Minas Gerais,
Brasil, com area de 640 hectares (Figura 1). O clima da regido ¢ caracterizado por duas
estacOoes bem definidas: estacdo seca, de maio a setembro, ¢ chuvosa, de outubro a abril
(REU e DEL CLARO, 2005). A area de Cerrado existente no local possui 127 ha e
apresenta um gradiente entre as fitofisionomias de campo limpo, campo sujo e cerrado

sentido restrito, atravessada por uma vereda (APPOLINARIO e SCHIAVINI, 2002).
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Figura 1 - Visdo aérea da area de estudo, a Reserva Ecologica do Clube Caga e Pesca

Itorord de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Sistema de estudo

Byrsonima intermedia A. Juss. ¢ um arbusto com cerca de 1,40metros de altura,
com flores zigomorficas, hermafroditas, pentdmeras, diurnas e sem odor perceptivel
(OLIVEIRA et al., 2007) (Figura 2). As pétalas estdo dispostas da seguinte forma: a
pétala estandarte ocupa a posi¢do mais alta, com formato ligeiramente diferenciado e
base espessada, enquanto as quatro demais sdo iguais em formato, duas delas dispostas
em posi¢ao lateral e duas em posicao inferior em relagdo ao eixo floral (VILAS-BOAS
et al., 2013) (Figura 2, letras E e F). A morfologia floral ¢ semelhante as Malpighiaceae
em geral: cinco sépalas com elaidforos, cinco pétalas, dez estames e trés carpelos
(OLIVEIRA et al.,, 2007). A presenca dos elaioforos faz com que as flores sejam

classificadas como flores de 6leo, porém devem ser também consideradas flores de
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polen, visto que a maioria das abelhas coleta pélen (VILLAS-BOAS et al., 2013). A
antese ocorre no inicio da manha, por volta das 6h30 e pode continuar até
aproximadamente as 10h30 (TOREZAN-SILINGARDI, 2007). Quando as pétalas se
abrem, os estigmas estdo tirgidos e as anteras deiscentes. A partir do segundo dia,
comeca a ocorrer a senescéncia da flor, a pétala estandarte muda de coloragdo amarela
para alaranjada, a cobertura da antera passa de amarelo para marrom e os estigmas se
afastam (OLIVEIRA et al., 2007).

As inflorescéncias podem ser herbivoradas por lepidopteros, especialmente das

familias Pyralidae e Lycanidae, ou por larvas e adultos de coledpteros, em especial as

familias Curculionidae e Chrysomelidae (TOREZAN-SILINGARDI, 2007).

Os frutos de B. intermedia sao drupas adocicadas e suculentas, com pericarpo
verde no estagio imaturo e amarelo no estdgio maduro, produzidas abundantemente
durante o periodo chuvoso (TOREZAN-SILINGARDI, 2007; VILLAS-BOAS et al.,
2013) (Figura 2, letra H). Sao superficialmente carnosos e possuem um pirénio (carogo)
lenhoso, constituido pelo endocarpo e as sementes (SOUTO e OLIVEIRA, 2005;
CARVALHO e NASCIMENTO, 2008). O numero de sementes encontradas pode variar
de zero a trés (SOUTO e OLIVEIRA, 2005), das quais somente uma ¢ viavel
(CAVALCANTE, 1976). A dispersao ¢ realizada por animais, principalmente aves, € 0s
arbustos t€ém grande potencial para recuperacdo de areas degradadas, por seu rapido

crescimento (SOUTO e OLIVEIRA, 2005).
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Figura 2 — Byrsonima intermedia. A- Visao geral da planta no periodo de floracdo; B-
Inflorescéncias, C- Visdo lateral da flor, D- Visdo frontal da flor, E-Visdo frontal da
flor, destaque para as anteras com poélen, F- Visdo dorsal da flor, destaque para os
elaioforos, G- Visdo geral da planta no periodo de frutificagdo, H- Infrutescéncia .
Fotos: A a D e H: Helena Maura Torezan Silingardi; G: Marcela Saldanha Pires.
[lustragdes: Ana Carolina Monetta de Carvalho
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Coleta de dados

I. Analise da morfologia floral e quantificacio de recursos

Para avaliar a relagdo entre os recursos florais e a morfologia floral natural,
definida como o indice de simetria, foram utilizados 24 individuos de B. intermedia,
separados entre si por cerca de 20 metros. Em cada planta, trés inflorescéncias foram
ensacadas na pré-antese e, em cada inflorescéncia, trés flores tiveram suas medidas
tomadas com paquimetro digital (Lee Tools©), em nove flores por planta, totalizando
216 flores. A Figura 3 mostra como as medidas foram tomadas. A partir do eixo
longitudinal da pétala estandarte foram medidas as larguras dos lados direito (D) e
esquerdo (E). Foram medidos os comprimentos das duas pétalas imediatamente ao lado
da pétala estandarte (pétalas proximais) pelos seus eixos longitudinais (F e G). Foram
medidas as distancias do apice da pétala estandarte até o apice das duas pétalas mais
distantes, ou pétalas distais (A e B). Foi considerada simetria maxima quando a flor

apresentou os valores D=E, F=G e A=B.
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A B

Figura 3 - Representacao da flor de B. intermedia, evidenciando a posi¢ao de cada
medida observada. Os quatro circulos amarelos representam as pétalas proximais e

distais, enquanto o triangulo representa a pétala estandarte.

Para verificar se ha relacdo entre a simetria floral natural e a producdo de
recursos florais, foi realizada a quantificagdo do 6leo e do podlen. As flores foram
acondicionadas individualmente em potes plasticos com algoddo umedecido,
transportadas para o laboratorio e seus recursos foram quantificados no mesmo dia da
coleta. Cada flor medida foi usada para quantificar o volume de 6leo presente nos
elaioforos com tubo capilar de 0,05mL. Para a quantificacdo polinica e teste de
viabilidade, cada flor teve os graos de polen de apenas uma antera, escolhida ao acaso,
colocados sobre uma lamina e corados com Carmin Acético. A contagem foi realizada

utilizando contador manual em microscopio optico Olympus CX40.
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II. Manipulacio da simetria floral e influéncia sobre a frutificacdo

Para avaliar se a simetria floral pode influir sobre a frutificagdo dessa espécie de
Malpighiaceae, foi feito um experimento de manipulagdo com 24 plantas. Em duas
inflorescéncias pré-ensacadas em cada planta, foram escolhidas quatro flores no inicio
da manha e sorteadas duas como tratamento e¢ duas como controle, totalizando 192
flores, que foram acompanhadas até a frutificagdo. As flores do grupo tratamento
tiveram cerca de 10% da area de uma pétala retirada com tesoura, sendo (1) a pétala
estandarte, (2) uma pétala proximal e (3) uma pétala distal, cortadas aleatoriamente,
com cerca de 32 flores de cada tipo. No grupo controle, as flores permaneceram
intactas. Cada grupo foi identificado com linha de cor branca ou azul, que nao
interferiram com a agdo dos polinizadores. As sementes foram retiradas dos frutos
maduros e colocadas para germinar, para mensura¢do do comprimento do caule e do
numero de folhas.

Os frutos tiveram a polpa retirada por meio de atrito com peneira de metal sob
agua corrente (MURAKAMI et al., 2011), foram lavados em solugdo de NaOH para
descontaminagdo por 5 minutos e depois deixados em fluxo continuo de agua por 10
minutos (NOGUEIRA et al., 2004). Em seguida, as sementes foram colocadas para
secar sobre papel de filtro.

Um lote de frutos teve o pericarpo removido e as sementes foram armazenadas
em caixas gerbox sobre papel de germinagao umido. As formas de quebra de dorméncia
testadas em projetos pilotos foram: I. escarificagdo com lixa e quebra do envoltorio
externo com uma morsa; II. congelamento a 0° Celsius por sete dias, III. fervura por 10
minutos e III. imersdo em acido sulftrico PA (98%) por 15 minutos, conforme descrito

por Alberto e colaboradores (2011). O método escolhido foi a imersdo em d&cido
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sulfurico, coincidindo com a que apresentou melhores resultados em Alberto e
colaboradores (2011), exceto o tratamento com dacido giberélico. As sementes foram
armazenadas em laboratorio e borrifadas com solucdo antifngica Miconazol a cada

dois dias.

II1. Analises estatisticas

Para que fosse possivel criar um s6 valor de simetria para cada flor, foi calculada
a diferenga entre os valores obtidos a partir das medidas das pétalas (DE, FG e AB). Os
valores das diferencas, em modulo, foram somados e divididos pelo nimero de flores

por individuo (n=9), da seguinte forma:

_X(A—BI+1D - E| +IF = G)

4
: Ni

criando-se o indice Ai, que mede os niveis de simetria encontrados em cada planta.

Para testar se havia relagdao entre a simetria floral mensurada e a quantidade de
recursos ofertados aos polinizadores, foram realizadas correlagdes separadamente para o
polen e o dleo coletados, utilizando o indice Ai para cada um dos recursos coletados.
Para observar as diferencas na formacgao de frutos a partir da manipulacao experimental
das pétalas, os grupos foram comparados através do teste de Qui-quadrado, repetido
novamente com a exclusdo do grupo controle, para verificar se existiam diferengas na
formacdo de frutos considerando o local da manipulagcao (pétalas estandarte, proximal

ou distal) As anélises foram realizadas utilizando o programa estatistico Systat 10.2%.
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Nao foram encontradas diferencas significativas entre a quantidade de oleo

ofertada aos polinizadores e a simetria floral (r = -0.1407, df = 22, p = 0.5118) (Figura

4A). Do mesmo modo, para a quantidade de pdlen, ndo foram encontradas diferencas

significativas entre a quantidade desse recurso e a simetria floral (r =-0.0079, df =22, p

=0.9707) (Figura 4B).
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Figura 4 - Correlagdo entre (A) o indice de simetria por flor € o volume de 6leo e (B) a

quantidade de podlen disponibilizada em uma antera por cada individuo de B.intermedia

a seus polinizadores.

I1. Simetria floral e frutificacao
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Verificou-se que ha diferenca significativa (X*=91,147, gl=3, p<0,01) quando
comparadas a formagao de frutos a partir de flores com pétalas manipuladas, nos trés
tratamentos realizados (corte da pétala estandarte, proximal ou distal), e ndo
manipuladas (controle), que mantiveram suas caracteristicas morfologicas naturais
durante todo o estudo (Figura 5). O teste de X? com exclusdo do controle demonstrou
que ndo ha diferenca significativa (X*=2,026, gl=2, p=0,363) entre os tratamentos, ou
seja, que as manipulacdes realizadas nas pétalas influenciaram na visitagdo e
consequente poliniza¢do, mas a local onde essa manipulacdo foi realizada ndo ¢ tao
importante. Os resultados mostraram que a propor¢do de frutos formados a partir das
flores controle (sem danos) foi maior, o que sugere que a perda da simetria, decorrente

de alteragdes como a herbivoria floral, interfere na visitagdo dos polinizadores.
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Figura 5 - Comparagdo da proporcao de frutos formados a partir de flores manipuladas,

com corte nas pétalas estandarte, proximal ou distal € ndo manipuladas.

Apesar da aplicagdo das diversas metodologias para a quebra de dorméncia, as
sementes de B. intermedia ndo germinaram, tanto as do grupo controle (sem
manipula¢do) quanto as do tratamento (10% das pétalas retiradas). Das 110 sementes
coletadas (29 sementes do tratamento e 81 sementes do controle), somente uma

germinou, pertencente ao grupo tratado.

DISCUSSAO

Embora variagdes nas caracteristicas florais, como na morfologia, aqui
representada pela simetria, possam resultar em impactos significativos sobre a produgado
de recursos florais e a visitagdo (CONNER ¢ RUSH, 1996; MUTIKAINEN e DELPH,
1996; MCCALL, 2008), no presente estudo a quantidade de polen e d6leo presentes nas
flores nao foi dependente da simetria da flor. Nesse caso, portanto, a simetria floral nao
pode ser considerada um bom parametro para indicar aos polinizadores a quantidade de
recursos produzidos na flor (ver item I - Simetria floral e quantificacao de recursos). No
entanto, a presenga de um fator externo como herbivoria floral ou manipulagao
experimental que altere os padrdes naturais de simetria da flor, influenciou a visitagao
dos polinizadores e, consequentemente, o sucesso reprodutivo da planta (ver item II -
Simetria floral e frutificagdo). Assim, foi demonstrado que os polinizadores sdo capazes
de identificar variagdes na morfologia floral, influenciando na sua escolha entre as
flores em fung¢do dessas modificacdes anatomicas, conforme observado por

Mothershead e Marquis (2000).
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I. Simetria floral e quantificacdo de recursos

A morfologia floral (forma, tamanho, simetria e cor) ¢ considerada como
fortemente correlacionada aos recursos ofertados (pélen e néctar) (BOSCH et al., 1997)
e a evolugdo desses tracos pode ser direcionada pelos polinizadores (BARBER e
GORDEN, 2014), capazes de relacionar caracteristicas da flor com a quantidade ou
quantidade de recurso (THOMSON, 1988; GUMBERT, 2000). As pistas florais podem
ser uma ferramenta util, diminuindo os custos da busca por recursos em uma
comunidade rica em espécies de plantas (HEGLAND e TOTLAND, 2005). Cresswell e
Roberston (1994) afirmam que as diferengas nas quantidades de recursos detectadas
pelas abelhas sdo utilizadas para ajuste do tempo gasto na visita de cada flor. Nesse
contexto, flores simétricas sdo mais rapidamente visitadas quando comparadas a flores
assimétricas (M@LLER, 2000).

Os resultados desse estudo mostram que ndo houve relacdo entre a simetria
floral e a quantidade de recursos florais (pdlen e 0leo) ofertados aos polinizadores no
sistema observado (Figura 4). Esses resultados contrariam o observado por Frey e
Bukoski (2014), que observaram que a simetria floral de Geranium robertianum
(Geraniaceae) estava correlacionada com o numero de graos de polen produzidos e com
a area da flor, de modo que plantas que possuiam flores assimétricas também produziam
flores menores € com menor quantidade de graos de polen.

Nao foram encontrados trabalhos que relacionavam tracos florais e quantidade

de o6leo. Outros caracteres da morfologia floral foram relacionados aos recursos
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ofertados como o numero de grdos de pdlen, correlacionado ao tamanho da corola em
Raphanus sativus (Brassicaceae) (STANTON e PRESTON, 1988) e a quantidade de
néctar floral foi relacionada com tamanho da flor e da inflorescéncia (HARDER e
CRUZAN, 1990) e ao tamanho e diametro da corola (DUFFIELD et al., 1993).

Desse modo, outros aspectos da morfologia floral podem estar envolvidos na
selecdo de uma flor pelo polinizador, de modo que a simetria pode ndo ser a principal
pista utilizada pelos polinizadores, como ja sugerido por Frey e Bukoski (2014). O
tamanho da flor parece ser o fator de selecdo em varias espécies (STANTON e
PRESTON, 1988; SHYKOFF ¢ BUCHELLI, 1995; MARTIN, 2004), bem como a forma
e disposicdo das pétalas (SUTHERLAND e VICKERY, 1993; GOMEZ et al., 2008). Os
recursos florais também podem ser relacionados com a cor. Os polinizadores das flores
do género Ipomopsis associam cor com quantidade de recurso, demonstrando
preferéncia por flores de cor vermelha, que disponibilizam néctar em maior quantidade
(MELENDEZ-ACKERMAN et al., 1997). As pistas para os polinizadores podem ser
dadas, ainda, através da acdo conjunta dos caracteres como, por exemplo, tamanho e
simetria (FREY e BUKOSKI, 2014).

Outro aspecto relevante ¢ o angulo formado entre as pétalas, importante para
possibilitar o encaixe da abelha na flor. Frey e Bukoski (2014) sugerem que os insetos
evitariam flores com angulos desiguais com maior frequéncia que flores com pétalas
desiguais. Desse modo, a selecdo poderia ser realizada a partir dos angulos em que as
pétalas se dispdem, ndo somente pelas diferencas entre as pétalas, como analisado no
presente trabalho.

Por fim, em B.intermedia, a simetria floral pode ndo ser tdo importante, pois
suas flores sdo apresentadas em grande quantidade, em inflorescéncias numerosas e

proximas. Por se tratar de uma inflorescéncia, variagdes de simetria em flores
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individuais podem ser atenuadas no momento da visitagdo visto que, em um primeiro
momento, a abelha ¢ atraida pelo conjunto das flores. Kevan e colaboradores (1996)
afirmam que a forma s6 passa a importar a pequenas distancias, devido a baixa acuidade
visual dos insetos, que ¢ aproximadamente 100 vezes menor que a capacidade de visdo
humana. No entanto, a alteracdo experimental da simetria floral através do corte das
pétalas teve influéncia sobre a formacdo de frutos (Figura 5), conforme discutido

abaixo.

I1.Simetria floral e frutificacao

Oliveira e colaboradores (2007) descreveram que B. intermedia ¢ uma planta
autocompativel e, portanto, produz frutos se polinizada manualmente. No entanto, para
essa espécie, ndo existe autopolinizagdo espontanea, fato que pode estar relacionado a
mecanismos morfologicos que impedem a autofecundacdo. Desse modo, em condigdes
naturais, a ocorréncia de frutos ¢ decorrente do sucesso da polinizagdo (NEILAND e
WILCOCK, 1998).

Mgller e Eriksson (1995) afirmam que a assimetria floral pode resultar numa
menor quantidade de pdlen depositada ou na produgdo de pdlen de menor qualidade
que, ao alcancar o estigma, resulte em um crescimento deficiente do tubo polinico. A
assimetria decorrente da acao de herbivoros florais pode, ainda, alterar as pistas de
orientacdo dos polinizadores (SALOMAO et al., 2006). Como a producdo de frutos é
considerada uma medida eficaz de sucesso reprodutivo (NEILAND e WILCOCK,
1998), o namero de frutos formados a partir de flores que tiveram a simetria modificada
pode indicar a importancia desse padrao morfologico na escolha da flor no momento da

polinizagdo e suas consequéncias na reproducao das plantas.
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McCall (2008) estudou a alteracdo na simetria em Nemophila menziesii
(Hydrophyllaceae), partindo da hipotese que a perda da simetria floral causada por
herbivoros florais causaria uma diminui¢do na aptidao reprodutiva da planta e verificou
que os polinizadores visitam aproximadamente o dobro da propor¢do de flores ndo-
danificadas em comparacdo com flores danificadas, natural ou artificialmente. A
probabilidade de que a planta danificada produza fruto também foi menor (cerca de
30%) quando comparada a da planta ndo danificada (cerca de 60%). Do mesmo modo,
Mothershead e Marquis (2000) observaram que a probabilidade de producdo de frutos
era menor em flores danificadas por herbivoros florais, que tinham o diametro da corola
reduzido. Assim como em Ferreira e Torezan-Silingardi (2013), a influéncia da
alteracdo nas pétalas sob a visitagdo dos polinizadores foi observada pela a propor¢ao de
frutos produzidos que, como apresentado, foi menor em flores alteradas artificialmente
quando comparada aos frutos de flores pertencentes ao grupo controle (Figura 5).

Ao contrario do encontrado neste estudo, a alteragdo experimental da simetria
floral realizada por Frey e colaboradores (2005) ndo exerceu influéncia sobre a visitagao
dos polinizadores e consequente producdo de sementes em [Impatiens pallida
(Balsaminaceae), em nenhum dos tratamentos (remocao de 30% de ambos os lados ou
60% e 100% em um dos lados da flor). Do mesmo modo, Weeks e Frey (2007)
concluiram que os insetos polinizadores de Hesperis matronalis (Brassicaceae) nao se
orientam pela simetria floral, pois a frequéncia de visitacao foi aleatoria, ndo havendo
diferenca entre os modelos florais com simetria alterada ou ndo. Também nao foram
encontradas diferengas na produgdo de frutos para flores com 50% e 100% de uma
pétala removida quando comparadas as flores controle nos dois anos de estudo.

Estudos sugerem que a presenca de uma pressdo externa como, por exemplo, a

herbivoria, altera a interacdo planta-polinizador. Gémez (2003) afirma que a presenga
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de ungulados florivoros pode cancelar o impacto seletivo que o polinizador poderia
exercer sobre a flor de Erysimum mediohispanicum (Brassicasseae), por se alimentarem
das flores maiores, selecionadas pelos polinizadores em plantas sem a presenga de
herbivoros. Desse modo, um fator externo que cause a alteragcdo da simetria floral em
B.intermedia pode fazer com que essas flores alteradas sejam menos visitadas, apesar
de, nessa espécie, a simetria ndo ter relagdo com os recursos ofertados (Figura 4).

Finalmente, uma outra explicacdo para a menor frutificagdo para flores
experimentalmente alteradas, ¢ que os cortes nas pétalas, similares a danos florais por
herbivoria, podem ter causado mudancas na flor que vao além da alteragcdo da simetria
floral. Danos ou estresses nas pétalas podem causar variacdes na cor ou odor
(STRAUSS et al., 1996; ZANGERL ¢ BEREMBAUM, 2009) ¢ ser a causa da menor
visitagdo (KESSLER e HALITSCHKE, 2009) e, consequentemente, menor producgdo de
frutos.

Apesar do emprego de diferentes técnicas para quebra de dorméncia, apenas
uma unica semente de B. intermedia germinou. No entanto, as dificuldades na
germinagdo do género sdo conhecidas. Vasconcelos-Filho (2008) aponta como razdo da
baixa germinagdo a presenca de uma barreira mecanica criada pelo endocarpo
esclerificado que envolve o embrido e oferece resisténcia ao seu crescimento
(CARVALHO e NASCIMENTO, 2008). Além disso, parte das sementes também pode
apresentar dorméncia fisiologica, capaz de ser quebrada pela adi¢ao de acido giberélico
(CARVALHO e NASCIMENTO, 2013).

Embora o método para a superacdo de dorméncia utilizando-se &cido sulfurico
seja eficaz para sementes do Cerrado (MARTINS e NAKAGAWA, 2008; SAMPAIO et
al., 2011), inclusive para uma espécie do mesmo género (ALBERTO et al., 2011), essa

forma de escarificacdo pode trazer resultados prejudiciais para a germinagdo, pois o
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acido pode causar danos ao embrido, diminuindo sua viabilidade (NASCIMENTO et
al., 2011). Do mesmo modo, apesar de permitir a embebi¢do imediata do embrido,
fragmentar o pirénio e retirar parte da camada lenhosa do endocarpo, como aqui testado,
pode danificar o embrido no processo de extracdo, especialmente na area da radicula,
localizada na extremidade apical do pirénio (CARVALHO e NASCIMENTO, 2008;
VASCONCELOS-FILHO, 2008). Isso pode explicar parcialmente nossos resultados.
Sugerimos que outros estudos sejam desenvolvidos relacionando a morfologia
floral aos recursos oferecidos para os polinizadores, pois poderdo auxiliar nossa

compreensdo sobre os fatores que influem na polinizacdo e frutificagao.

CONCLUSOES

Este trabalho mostrou que, embora seja considerada um dos fatores de atragao
dos polinizadores, a simetria floral ndo estd relacionada a quantidade de pdlen e dleo
produzidos em B. intermedia. Assim, a simetria floral ndo pode ser considerada um bom
indicativo da quantidade de recursos ofertada pela flor aos polinizadores. Desse modo,
as pistas sobre a quantidade e qualidade de recursos podem estar em outros caracteres
florais, como o tamanho, a coloragdo, ou ainda na combinacdo de dois ou mais
caracteres.

No entanto, apesar de nao haver relagdo entre a simetria floral e os recursos
ofertados, a alteracdo experimental pela retirada de 10% da area de uma pétala teve
consequéncias diretas sobre a formagdo dos frutos. Esse fato sugere que os
polinizadores preferem as flores de pétalas intactas, visitando-as com maior frequéncia

do que as flores danificadas.
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Estudos como esse, que considerem os caracteres morfologicos florais e os
recursos oferecidos aos polinizadores de outras espécies e familias vegetais, podem nos
ajudar a compreender melhor a relacdo entre simetria floral, recursos e atracdo de

polinizadores.
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