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APRESENTACAO

A presente dissertacdo € apresentada na forma de manuscrito a ser submetido para
publicacdo em periddico internacional e, por isso, os itens Introducdo, Materiais € Métodos,
Resultados e Discussdo foram redigidos em formato de publicagdo. A fim de situar o leitor do

tema abordado, também foi incluida uma introducdo geral e consideracGes finais.
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I. INTRODUCAO GERAL
Interagdes entre plantas e polinizadores

Grande parte dos seres vivos no planeta interagem uns com os outros constantemente e
de formas variadas visando, principalmente, aumentar suas chances de sobrevivéncia
(Bronstein 1994; Bronstein et al. 2006; Dattilo et al. 2009). De fato, o sucesso da vida no
planeta estd intimamente associado com o sucesso das interagdes bidticas, as quais podem
ocorrer em todos os ambientes, ou ainda dentro e fora dos organismos. Porém, dentre todas as
interagdes, as que envolvem plantas e animais sdo as principais responsaveis pelos processos
e padrées que mantém a biodiversidade na Terra (Del-Claro et al. 2013). Dentro desse
contexto, uma das principais relagdes de interacdo entre plantas e animais é o mutualismo, na
qual uma espécie fornece um tipo de servico que outra espécie ndo poderia obter sozinha (por
exemplo dispersdo eficaz de pdlen ou semente) e recebe em troca algum recurso como
recompensa (por exemplo alimento), trazendo assim beneficios liquidos para ambas espécies

envolvidas (Bronstein 1994; Rech & Brito 2012).

O conhecimento acerca do mutualismo entre plantas e animais na literatura é extensivo
e direcionado na identificagdo dos animais visitantes das plantas € nos servigos prestados por
estes, que, geralmente, envolvem polinizacdo, dispersdo de sementes e prote¢do contra
herbivoria. Também estes estudos ddo a possibilidade de agrupar diversas interagdes
baseando-se nos recursos que os mutualistas fornecem, nas recompensas que os visitantes
recebem pelos servicos prestados € nos atrativos que as espécies interagentes utilizam para
localizar um ao outro (Bronstein 1994). A maioria dos estudos sobre interagdes mutualisticas
realizados aborda a interacfo planta-animal em seus diversos aspectos, sendo que metade
destas pesquisas aborda a interacdo mutualistica planta-polinizador, a qual se destaca como
uma das mais importantes do ponto de vista ecoldgico e evolutivo (Bronstein 1994; Ollerton
et al. 2011; Rech & Brito 2012). Isto se da por se tratar de uma interacdo muito frequente. Por
exemplo, em regides temperadas quase 80% das plantas s@o polinizadas por animais, ja nas
regides tropicais esse numero aumenta para cerca de 90% das espécies vegetais (Ollerton et

al. 2011; Rech et al. 2016).

Os insetos, especialmente as abelhas, costumam ser os principais agentes
polinizadores em muitos ecossistemas (Waser et al. 1996). Tal interacdo langa luz sobre a

evolucgdo e as funcdes de diversos caracteres que t€ém implicado nos padrGes de diversificagdo



de inimeros grupos vegetais, especialmente das Angiospermas. Também a questdo assume
importancia no dominio da conservagéo, visto que o desaparecimento dos polinizadores pode
implicar em perigo para as espécies de plantas que dependem deles (Bronstein et al. 2006).
Além disso, muitos estudos envolvem sistemas de polinizacdo, provavelmente, porque os
polinizadores frequentemente sdo faceis de se observar e de serem usados em experimentos, €
também devido a possibilidade de avaliar os estimulos fornecidos pelas plantas (Bronstein
1994; Waser et al. 1996). Sendo assim, atributos como odor, cor, forma e simetria floral
possuem fung¢des importantes na interagdo planta-polinizador, especialmente, no que se refere
a atragdo dos polinizadores, os quais reagem aos estimulos do ambiente de acordo com sua
capacidade de captar, processar € acumular as informagdes por meio de seus 6rgéos sensoriais

(Brito et al. 2014; Varassin & Amaral-Neto 2014; Bar6nio ef al. 2016).

Ecologia cognitiva da polinizagdo e visdo em cores

De modo geral, a “cogni¢do” envolve a retencdo, o processamento e, por fim, a
utilizagdo das informacdes adquiridas através dos 6rgdos do sentido (Brito et al. 2014). Sendo
assim, um polinizador precisa de habilidades para detectar sinais e associa-los com
recompensas, além da habilidade de extrair e usar tais recompensas. Pode-se dizer que essas
habilidades comportamentais, morfologicas e fisiolégicas podem ser determinadas por

questdes ambientais ou genéticas (Waser ef al. 1996; Brito et al. 2014).

A cor, em especial, ¢ uma caracteristica que esta fortemente relacionada com a
capacidade de processamento visual e sensorial de um determinado individuo, sendo que cada
grupo de organismos € capaz de enxergar em determinado comprimento de onda, o que
caracteriza seu espectro visivel (Willmer 2011; Brito et al. 2014). A mesma superficie pode
ser vista em cores diferentes por meio de sistemas sensoriais diferentes e ainda por animais
diferentes (Willmer 2011). Além disso, a capacidade para enxergar em varios comprimentos

de onda ¢ fundamental para a discriminagdo dos objetos (Land & Nilsson 2002).

O sinal mais importante nos sistemas de polinizagdo € a visdo, e assim como as flores
sdo vivamente coloridas, muitos polinizadores sdo conhecidos por possuir visdo em cores,
como € o caso das abelhas, que podem ser treinadas com uma grande variedade de estimulos
coloridos (Waser et al. 1996; Land & Nilsson 2002). Realmente, os invertebrados sdo, por
exceléncia, o grupo no qual se encontra a maior variedade na estrutura € no arranjo dos

fotorreceptores, associados com a captacdo de luz e processamento de informagées, contando



com os mais sofisticados aparatos visuais, como € o caso dos olhos compostos dos insetos

(Snyder 1979).

As abelhas, geralmente, t€ém visdo tricromatica, com fotorreceptores para os
comprimentos de onda ultravioleta (UV), azul e verde, o que ¢ ideal para a identificagdo da
cor das flores, visto que muitas delas refletem luz na faixa do UV que, embora seja
imperceptivel aos olhos humanos, so muito atrativas para os polinizadores (Chittka &
Menzel 1992; Waser et al. 1996; Land & Nilsson 2002). As flores usam também combinagGes
de determinados pigmentos, como flavonoides, carotenoides e betalainas, nesse processo de
atracdo. Porém seu brilho e coloragdo ndo sdo afetados apenas pela pigmentagdo, mas também
por efeitos de reflexdo da luz (Willmer 2011). E interessante que muitos polinizadores
apresentam preferéncias por determinadas cores, sendo assim, as plantas usam as cores para
tornar suas flores mais conspicuas e atrativas no ambiente em que se encontram. Por isso, €
muito facil notar a grande variedade de displays florais coloridos que interagem com as

habilidades visuais de seus visitantes (Willmer 2011).
Andlises anatémicas

Desde o inicio do estudo da Botanica, ha séculos atras, os cientistas estiveram
interessados em descobrir detalhes sobre a estrutura e o desenvolvimento de células, tecidos e
orgdos vegetais, o0 que sé € possivel através das analises anatémicas (Beck 2010), visto que
esse arranjo estrutural, como um todo, reflete grande organizagdo e especializacdo (Evert
2006). Atualmente, os estudos a respeito da estrutura anatomica das plantas t€m sido
grandemente beneficiados e facilitados pelas novas abordagens e técnicas de pesquisas
disponiveis, associados a interdisciplinaridade nas pesquisas, que envolvem, por exemplo,

analise de dados moleculares associados a anatomia vegetal (Evert 2006).

Os estudos de anatomia vegetal sdo muito importantes, sejam aqueles que se referem a
anatomia da parte vegetativa ou da parte reprodutiva da planta, pois podem permitir a
identificacdo de individuos em nivel de espécie e auxiliar na delimitacdo de relagGes de
parentesco entre diferentes tdxons (Carvalho et al. 2009; Somavilla & Ribeiro 2011). Além
disso, caracteristicas anatdmicas e morfolégicas sdo afetadas por fatores ecoldgicos (Goniiz &
Ozorgiicii 1999). Sendo assim, as andlises anatémicas se tornam importantes para estudos nas

areas de taxonomia, sistematica, filogenética, ecologia e evolugdo (Dickison 2000).



Familia Melastomataceae e polinizag¢do vibratil

Melastomataceae A. Juss. é uma familia cosmopolita com cerca de 170 gé€neros € mais
de 5.400 espécies (Goldenberg et al. 2015), sendo a maior parte de seus representantes
encontrados nas regiGes tropicais e subtropicais do planeta (Goldenberg et al. 2012). E a sexta
maior familia de angiospermas no Brasil (Romero & Martins 2002), com 69 géneros ¢ 1.393
espécies aceitas, dos quais 17 géneros e 912 espécies sdo endémicos (Baumgratz et al. 2015).
As espécies ocorrem em todas as regides do pais, desde a Amazonia até o Rio Grande do Sul
e nos dominios fitogeograficos Amazdénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal (Romero & Martins 2002; Baumgratz et al. 2015). Essa grande diversidade e a
ampla distribuic8o de espécies tem facilitado o estudo da familia, porém muitas pesquisas
ainda podem ser desenvolvidas em vista da enorme diversidade floristica de Melastomataceae

(Goldenberg et al. 2012).

Os representantes de Melastomataceae apresentam grande diversidade de habitos,
desde herbaceos e epifiticos até arbustivos e arboreos (Romero & Martins 2002; Baumgratz et
al. 2015). As folhas sdo opostas, pecioladas e pilosas, sendo a caracteristica mais distintiva a
presenca de nervuras acrédromas ligadas entre si por nervuras secundarias transversais (Reis
et al. 2004). As flores, em geral, sdo actinomorfas, dialipétalas, com hipanto desenvolvido,
possuindo frequentemente estames falciformes, geralmente dispostos em dois ciclos de cores
e formas diferentes, com anteras de deiscéncia poricida (Baumgratz & Silva 1988; Renner
1989; Romero & Martins 2002; Santos et al. 2009). Os frutos sdo do tipo capsula ou baga,

muitas vezes com numerosas sementes (Clausing et al. 2000; Santos et al. 2009).

O sistema reprodutivo predominante na familia é a xenogamia, ou polinizagdo
cruzada, a qual é favorecida pela hercogamia, ou seja, pela separacio espacial entre o estigma
e as anteras, bem como pela necessidade de manipulacio das anteras por parte de agentes
polinizadores com a finalidade de liberar o pélen (Renner 1989; Goldenberg & Varassin
2001). Porém, também sd3o reportadas espécies autocompativeis e apomiticas em
Melastomataceae (Baumgratz & Silva 1988; Goldenberg & Varassin 2001; Caetano & Cortez
2014).

Algumas espécies apresentam a producdo de néctar, o que permite uma variedade
maior de polinizadores, porém esse recurso geralmente € raro em Melastomataceae. Na

familia, a principal recompensa oferecida é o pdlen, por isso, os principais agentes



polinizadores sdo abelhas com a capacidade de vibrar as anteras e extrair o pdlen através de
seus poros, processo conhecido como “buzz-pollination”, ou polinizagdo vibratil (Vogel 1978;
Buchmann 1983; Renner 1989; Goldenberg & Varassin 2001; Santos et al. 2010). Esse
sistema € chamado “buzz-pollination” devido ao componente audivel de extrair o pélen das
anteras por meio de vibragGes e essa habilidade € encontrada principalmente em sete familias

de abelhas e em mais de 50 géneros (Buchmann 1983; De Luca & Valejo-Marin 2013).

O processo de polinizag@o vibratil ocorre em cerca de 65 familias de Angiospermas,
mas estd intimamente associado com a reproducéo em Melastomataceae devido ao arranjo do
androceu com grande diferenciacdo morfolégica em dois conjuntos de estames, anteras com
deiscéncia poricida e conectivo prolongado (Buchmann & Hurley 1978; Renner 1989; Santos
et al. 2009; De Luca & Valejo-Marin 2013). Nesta familia, a polinizagdo por abelhas foi
reportada em centenas de espécies, € o pdlen oferecido é um importante recurso para as
abelhas neotropicais (Renner 1989). A perda de pdlen pode ser significativa em familias como
Melastomataceae, que geralmente oferecem um tnico recurso aos polinizadores. Por isso, em
algumas destas plantas surgiu e foi selecionado um mecanismo para evitar a perda excessiva
de pdlen, de forma que a reproducdo seja minimamente prejudicada. Este mecanismo € a
heteranteria, definida como a presenga de mais de um tipo de estame na mesma flor, o que
permite uma especializacdo nas fungdes de alimentagdo e polinizagdo, surgindo o modelo de
divisdo de trabalho entre as anteras (Luo et al. 2008; Valejo-Marin et al. 2009). Em fungdo de
sua importincia no contexto da biologia da polinizacdo, esse modelo merece ser mais

amplamente investigado, e sera o objetivo geral dessa dissertagéo.
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RESUMO

Microlicia destaca-se dentre as Melastomataceae por apresentar heteranteria bem
pronunciada, caracteristica que costuma ser associada como solugéo ao “dilema de pdlen”.
Visto que o pdlen € o tinico recurso oferecido nessas espécies, sua utilizacdo na alimentacdo
dos polinizadores diminui 0 nimero de gametas viaveis para a reproducdo. Sendo assim,
haveria uma divisdo de trabalho em plantas com heteranteria, na qual as anteras teriam
fungGes diferentes, um conjunto serviria para alimentacéo das abelhas e outro conjunto atuaria
na polinizagdo. Microlicia cordata, espécie abundante na area de estudo, possui dois ciclos de
estames, o ciclo antessépalo (polinizagdo) com anteras magenta e o ciclo antepétalo
(alimentacdo) com anteras amarelas. Neste estudo, o modelo de divisdo de trabalho entre as
anteras foi analisado utilizando-se diferentes pardmetros envolvendo anatomia e morfologia
das anteras e dos gréos de pélen, quantidade e viabilidade dos grdos de pélen bem como
coloracdo das estruturas florais. Verificou-se que as anteras dos estames de polinizagdo sdo
maiores que as anteras dos estames de alimentagdo, embora sejam similares anatomicamente.
Existe diferenca na quantidade de grdos de pdlen produzidos nas anteras dos diferentes ciclos,
porém ndo had diferenga na viabilidade. Gréos de pdlen com pouco ou nenhum conteudo
citoplasmatico foram observados nas anteras de ambos os ciclos. A analise de cores mostrou
que anteras dos estames de polinizagdo t€ém coloragdo menos contrastante com a corola, sendo
provavelmente menos atrativas aos visitantes. Porém, as anteras dos estames de alimentacgdo e
o apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizagdo t€ém maior contraste em relagdo a
corola, o que permite concluir que refletem a mesma cor aos polinizadores. Esses resultados
apoiam o modelo de divisdo de trabalho entre anteras, particularmente no que se refere a

quantidade de grios de polen disponiveis e a coloracdo das pecas florais.

PALAVRAS-CHAVE: Dilema do pélen, heteranteria, polinizacdo vibratil.
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ABSTRACT

Microlicia stands out among the Melastomataceae because it presents well pronounced
heterantry, characteristic that is usually associated as a solution to the "pollen dilemma".
Since pollen is the only resource offered in these species, its use in feeding pollinators
decreases the number of viable gametes for reproduction. Thus, there would be a division of
labor in plants with heterantry, in which the anthers would have different functions, one
would be used to feed the bees and another would act in the pollination. Microlicia cordata,
an abundant species in the study area, has two cycles of stamens, the antesepalous cycle
(pollination) with magenta anthers and the antepetalous cycle (feeding) with yellow anthers.
In this study, the division of labor between the anthers was analyzed using different
parameters involving the anatomy and morphology of anthers and pollen grains, quantity and
viability of pollen grains as well as coloring of floral structures. It has been found that the
anthers of the pollination stamens are larger than the anthers of the feeding stamens, although
they are similar anatomically. There is a difference in the amount of pollen grains produced in
the anthers of the different cycles, but there is no difference in viability. Pollen grains with
little or no cytoplasmic content were observed in the anthers of both cycles. Color analysis
showed that anthers of pollination stamens have less contrasting color to the corolla, and are
probably less attractive to visitors. However, the anthers of the feeding stamens and the
ventral appendage of the connective of the pollinating stamens have greater contrast with the
corolla, which allows to conclude that they reflect the same color to the pollinators. These
results support the model of division of labor between anthers, particularly related to the

quantity of pollen grains available and the coloring of floral pieces.

KEYWORDS: Pollen dilemma, heterantery, vibrating pollination.
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INTRODUCAO

Plantas e polinizadores tem um longo histérico de interagcdo, numa relagio reconhecida
como mutualismo (Bronstein 1994; Rech & Brito 2012). De modo geral, o mutualismo
envolve relacdes de exploragdo reciproca que provem vantagens a ambas espécies
interagentes (Herre et al. 1999). Em especial, a relagdo planta-polinizador pode ocorrer em
funcdo da preferéncia dos polinizadores por determinado recurso floral, que pode ser
nutritivo, como € o caso do polen, néctar, 6leos e tecidos florais (em geral as pétalas), ou um
recurso floral ndo nutritivo, como as resinas, ceras, odores florais e abrigos (Agostini et al.

2014; Bardnio et al. 2016).

Entre as Angiospermas, mais de 20.000 espécies apresentam apenas o polen como
recompensa para seus polinizadores, nas chamadas flores de pdlen (Vogel 1978; Luo et al.
2009). A maioria dessas plantas € polinizada por abelhas, que dependem exclusivamente deste
recurso para alimentar suas larvas (Buchmann 1983). Dessa forma, nestas espécies, os grios
de pdlen atuam ndo sé no transporte dos gametas masculinos, mas também sdo consumidos
pelos polinizadores em troca de seus servigos de polinizagdo (Vallejo-Marin et al. 2009).
Entretanto, se o polen utilizado para alimentac@o reduzir o nimero de gametas viaveis para a
reprodugdo, isto poderia gerar um conflito evolutivo, conhecido como “dilema de pdlen” (Luo

et al. 2009; Lunau et al. 2014; Bar6nio et al. 2016).

Nesse sentido, a heteranteria (produg@o de dois ou mais tipos de estames na mesma
flor) poderia ajudar a reduzir este conflito por permitir uma especializa¢do de cada tipo de
estame com fungGes diferentes e especificas no processo de polinizagdo (Luo et al. 2008,
Vallejo-Marin et al. 2009). Usualmente, estes estames diferem quanto a forma, posicdo,
tamanho e/ou cor, sendo mais comum a presenga de dois tipos de estames diferentes na
mesma flor (Buchmann 1983; Luo et al. 2009; Vallejo-Marin et al. 2009). O fenémeno da
heteranteria foi descrito ha mais de 100 anos, quando Darwin (1862) sugeriu que haveria uma
divisdo de trabalho, na qual um conjunto de estames serviria para alimentacdo, € o outro
conjunto atuaria no processo de polinizagdo (Darwin 1899; Muller 1881, 1883a; Luo et al.

2008; Vallejo-Marin et al. 2009).

Em Melastomataceae a heteranteria € uma caracteristica comum, a qual tem sido
frequentemente interpretada como uma solugdo para o “dilema de poélen” (Jesson & Barret

2003; Luo et al. 2008). A familia, embora notoriamente diversa, com mais de 5.400 espécies

13



(Goldenberg et al. 2015), apresenta tipicamente anteras falciformes com deiscéncia poricida
(Renner 1989; Santos et al. 2009). Tais caracteristicas tornam o grio de polen disponivel
apenas para determinadas abelhas, sendo este, geralmente, a Uinica recompensa oferecida
(Renner 1989). Desta forma, a histéria evolutiva da familia esta estritamente associada a um
sistema de polinizacdo conhecido como “buzz pollination” ou polinizag¢do vibratil (Buchmann
1983; Renner 1989), no qual as abelhas pousam diretamente sobre os estames, agarrando-os
firmemente com suas pernas, € depois produzem vibracdes de alta frequéncia que expulsam

os graos de polen pelos poros das anteras (Luo et al. 2008; De Luca et al. 2013).

Em geral, nas espécies de Melastomataceae ja investigadas, o androceu € composto de
dois conjuntos de estames, sendo um conjunto de estames menores € mais conspicuos
(antepétalos), com localizag@o acessivel na flor, € muito atraente para os visitantes (Vallejo-
Marin et al. 2009). Tais estames menores sdo comumente chamados de “estames de
alimenta¢do” (Luo et al. 2009). Por outro lado, os demais estames s&o maiores (antessépalos),
tém uma coloracdo mais discreta ou similar & da corola e uma localizacdo correspondente a
posicdo do estigma, possibilitando que o pdlen se deposite em lugares estratégicos no corpo
da abelha, que ndo sdo facilmente alcancados durante o comportamento de limpeza (Jesson &
Barret 2003; Vallejo-Marin et al. 2009). Esses estames maiores sdo usualmente chamados de

“estames de polinizag¢do” (Luo ef al. 2009).

Dentre as Melastomataceae, Microlicieae destaca-se como uma das tribos mais
diversas para o Brasil, sendo Microlicia D. Don o género com maior nimero de espécies
dentro da tribo (Romero 2003). O género € nativo, com cerca de 128 espécies registradas para
o Brasil, ocorrendo em praticamente todas as regides do pais (Romero & Woodgyer 2015).
Um numero expressivo de espécies ocorre nas diferentes fitofisionomias do Cerrado,
principalmente nos campos rupestres (Romero 2003; Romero & Woodgyer 2015) e campos
umidos associados a veredas (Aratjo ef al. 2002). As espécies de Microlicia caracterizam-se,
principalmente, por apresentar dois ciclos de estames de tamanhos e formas diferentes

(Romero 2003), evidenciando assim a ampla ocorréncia de heteranteria no grupo.

Neste contexto, as analises anatomicas s8o fundamentais para analisar a estrutura dos
diferentes tipos de estame bem como dos gréos de pdlen provenientes de cada antera, visto
que que a divisdo de trabalho pode interferir em processos reprodutivos importantes, tais
como a dindmica de liberagdo dos gréos de pdlen, sua viabilidade e seu contetido (Luo et al.

2008; Leite 2016). Além disso, a divisdo de trabalho também est4 relacionada aos padrdes de
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coloracdo das pecas florais (especialmente corola e estames) que interagem com a visdo em
cores dos polinizadores (Brito et al. 2015; Ferreira & Aragjo 2016). As flores, em geral, sdo
vivamente coloridas e atrativas aos polinizadores, muitos dos quais sdo conhecidos por
possuir visdo em cores, como € o caso das abelhas. Estes insetos t€m visdo tricromatica, o que
¢ ideal para a identificacdo da cor das pecas florais, também esses animais podem ser
treinados com uma grande variedade de estimulos coloridos (Chittka & Menzel 1992; Waser
et al. 1996; Land & Nilsson 2002). Ademais, € comum em Angiospermas, a existéncia de
partes florais com caracteristicas semelhantes ao grdo de pdlen, chamadas de estruturas
mimicas (de imitagdo), como € o caso da coloragdo amarela UV-absorvente de algumas partes
florais, que atraem os agentes polinizadores. Assim, o mimetismo floral é um processo
dindmico que envolve a capacidade de sinalizag@o das plantas e a percepc¢do dos polinizadores

(Roy & Widmer 1999; Lunau 2006; Bardnio et al. 2016).

Portanto, as espécies de Microlicia sdo um bom modelo para testar o modelo de
divisdo de trabalho entre as anteras, especialmente devido as caracteristicas de seu androceu.
Assim, o presente estudo teve por objetivo analisar 0 modelo de divisdo de trabalho em
Melastomataceae, comparando dados morfoldgicos € anatomicos entre anteras dos estames de
polinizag@o e anteras dos estames de alimentagdo em uma espécie da familia abundante na
area de estudo. Deste modo, foram consideradas questdes tais como: 1) Existem diferencas
morfolégicas e anatomicas entre as anteras dos dois ciclos? 2) Anteras dos estames de
polinizagdo possuem mais grios de polen que as anteras dos estames de alimentacdo? 3) Ha
diferenga na anatomia, no conteido e na viabilidade dos grdos de pdlen entre as anteras dos
dois ciclos? 4) As anteras dos estames de polinizagdo apresentam coloragdo similar a da
corola? 5) Anteras dos estames de alimentacdo e apéndice ventral do conectivo dos estames
de polinizacdo apresentam a mesma coloracdo? 6) O apéndice ventral do conectivo dos

estames de polinizac8o atua como mimico sinalizando recurso sem oferecé-lo?

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O presente estudo foi desenvolvido na Reserva particular do Clube Caca e Pesca

Itororé de Uberlandia (CCPIU), Minas Gerais, (18°59'S, 48°18'W), que devido ao seu bom
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estado de conservagdo e grande biodiversidade, foi considerada pelo IBAMA como Reserva
Particular do Patriménio Natural (RPPN) (Bacci et al. 2016). A Reserva apresenta uma area
de 640 hectares de dimensdo margeando o rio Uberabinha (Bacci et al. 2016). O clima da
regido € do tipo Aw, com estacdes seca € chuvosa bem definidas (Goodland 1979). A
topografia da regido estudada é suave, o solo é acido (latossolo), distréfico, profundo,
drenado, permeédvel e arenoso, sendo em sua maior parte formado por arenito e argila

(Schiavini & Aratjo 1989).

A area da Reserva abrange vegetacdo de cerrado (stricto sensu), campo sujo e vereda
(Appolinario & Schiavini 2002) e representa um dos ultimos fragmentos expressivos de
vegetacdo do Cerrado, préximo a area urbana do municipio (Malaco et al. 2013). Sdo
observados varios individuos de Microlicia cordata (Spreng.) Cham., ocorrendo préximo a
vegetacdo de vereda (Figura 1), que é alagada e onde se encontram grandes buritis e diversas
espécies herbaceas (Bacci et al. 2016). A coleta de dados ocorreu entre abril de 2015 e

dezembro de 2016.

Figura 1. Vereda da Reserva do Clube Caga ¢ Pesca Itororé de Uberldndia (CCPIU), com populagdo de

Microlicia cordata (a frente).
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Espécie de estudo

Microlicia cordata (Spreng.) Cham. € um subarbusto de 40-90 cm de altura, bastante
ramificado, recoberto por indumento constituido de tricomas hirsutos e glandulares sésseis,
com folhas sésseis medindo 813 x 5-9 mm. As flores sdo hermafroditas, solitarias,
pentdmeras, pediceladas, com pedicelos de 1-3 mm comprimento; a corola é résea ou
arroxeada; pétalas com 4,5-6 x 2—-2,5 mm; de margem inteira e glabra; com 10 estames
dimorficos dispostos nos ciclos antessépalo e antepétalo. O conectivo apresenta-se
prolongado abaixo das tecas; as anteras sdo ovoide-oblongas com um é&pice levemente
rostrado (Cogniaux 1883; Romero 2003; Bacci et al. 2016). O voucher da espécie analisada
encontra-se depositado no Herbarium Uberlandense sob o nimero de registro HUFU 6356.
Esta espécie geralmente € visitada por abelhas do género Centris (Brito & Velloso,

observagdo pessoal).

Morfologia e anatomia dos estames e dos grdos de pdlen

Foram coletadas e fotografadas 15 flores recém-abertas, provenientes de 15
individuos. Os dois ciclos de estames foram removidos de cada individuo, os quais foram
numerados e fotografados a fim de tirar as medidas do tamanho das anteras, filetes,
prolongamentos do conectivo (pedoconectivos) € apéndice ventral do conectivo de ambos os
ciclos, com auxilio do software Image J. Este software foi utilizado, ao invés de se utilizar o
paquimetro, visando obter maior exatiddo das medidas, tendo em vista que as estruturas
analisadas sdo milimétricas. Entio, a partir das fotos digitais, foram obtidas as medidas das
estruturas, € foi realizada uma analise de varidncia (ANOVA) considerando o tamanho como
resposta € antera do estame de alimentacdo, antera do estame de polinizagdo e apéndice
ventral do conectivo do estame de polinizagdo como varidvel independente. Para comparacéo

de tamanho entre as estruturas foi feito um teste t a posteriori com correcdo de Bonferroni.

Para analise da anatomia e do conteido dos grios de pdlen, botdes florais, pouco antes
da abertura da flor, e flores recém-abertas de cinco individuos de M. cordata foram coletados
e fixados por 24 h em solugdo de glutaraldeido 2% e formaldeido 4% em tampéao fosfato de
sodio 0,1M, pH 6,8 (modificado de McDowell & Trump 1976). As amostras foram lavadas
em tampdo fosfato de sédio 0,1M, pH 6,8, desidratadas em série etandlica e estocadas em
etanol 70% (v/v). Posteriormente, as anteras dos dois ciclos de estames foram removidas,

desidratadas em série etandlica e incluidas em resina plastica (Gerrits & Smid 1983). O
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material foi seccionado longitudinal e transversalmente a 2 pm de espessura em micrétomo
rotativo manual equipado com navalha descartavel de tungsténio; os cortes obtidos foram
aderidos a 1dminas de vidro e corados em azul de toluidina 0,05% (O'brien et al. 1964; Feder
& O’Brien 1968) ou submetidos a testes histoquimicos para determinar a natureza das
substancias armazenadas nos grios de polen. Para detecgdo de amido foi utilizado o reagente
de Lugol (Johansen 1940), para polissacarideos neutros o reagente PAS (Feder & O’Brien
1968), e por fim, os reagentes sudan IV e sudan black (Pearse 1980) foram utilizados para
detecgdo de lipidios totais. Observagdes € imagens foram realizadas em microscépio Olympus
BX51 acoplado a camera digital DP70. Todas as andlises foram realizadas no Laboratério de

Morfologia Vegetal e Imagens (Lamovi), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

Quantidade e estimativa de viabilidade dos grdos de polen

A quantidade de grios e a estimativa de viabilidade polinica foram estimadas para 90
botdes florais em pré-antese coletados de 30 individuos selecionados para este estudo. Os
botdes florais foram fixados e armazenados em FAA 50% (formaldeido, acido acético glacial,
etanol 50%; 5:5:90, v/v) (Johansen 1940). As anteras dos dois ciclos de estames foram
dissecadas separadamente em 100 pl de carmim acético para a extracdo dos gréos de polen. A
seguir, 10 pl de cada amostra foram transferidos para a cdmara de Neubauer (Dafni ef al.
2005), que ¢ dividida em quatro quadrantes. Com auxilio do microscépio 6ptico Olympus
BX51, o nimero de grdos de pdlen presentes em cada quadrante foi quantificado. A
viabilidade polinica foi entdo estimada por meio da coloragdo do citoplasma com carmim
acético 1,2%, e os grios quantificados em cada quadrante foram considerados viaveis ou ndo

com base na presenga ou auséncia de coloracdo do citoplasma, respectivamente (Radford et
al. 1974).

Para a comparagdo da quantidade total de grios de polen em cada ciclo de anteras foi
usado um modelo linear misto generalizado considerando uma distribui¢éo de Poisson, o tipo
de antera (antera do estame de alimentacdo ou antera do estame de polinizagdo) foi
considerado como fator fixo, € o individuo € o quadrante da cdmera de Neubauer foram
considerados fatores aleatorios. Em relagdo a estimativa de viabilidade dos gréos de pdlen em

cada conjunto de anteras foi utilizado um modelo linear misto considerando como fator fixo o
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tipo de antera (antera do estame de alimentac@o ou antera do estame de polinizagdo) e como

fatores aleatdrios o individuo e o quadrante da cdmera de Neubauer.

Coloragdo das pegas florais

Foram coletadas as curvas de reflectdncia das pecas florais (corola, anteras dos
estames de polinizag@o, anteras dos estames de alimentagdo e apéndice ventral do conectivo
dos estames de polinizagdo) de 90 flores em antese de 30 individuos da populacdo de M.
cordata (sendo tré€s flores por individuo) utilizando-se espectrofotometro USB JAZ (Ocean
Optics, Inc.). Para a calibragdo do equipamento, utilizou-se um branco padrdo (Ocean Optics,
Inc.) e a auséncia de luz como preto. Posteriormente, foi usado um modelo de espago de cor
que leva em consideragdo a capacidade visual em cores de abelhas para estimar a capacidade
de discriminag@o das cores dos estames e da corola pelos polinizadores (Chittka & Menzel

1992; Lunau et al. 2011).

O modelo de espago de cor utilizado foi o hexagono de cores (Chittka 1992). Para a
construg¢do do modelo utilizou-se, além das curvas de reflectancia, um padrdo de folhas verdes
como background e um padrdo de iluminagdo de luz do dia (D65, Wyszecki & Stiles 1982).
Também foram utilizadas as curvas de sensibilidade espectral dos trés fotorreceptores (UV,
azul e verde) de Apis mellifera, pois esta espécie estd posicionada filogeneticamente mais
proxima ao género Centris (Hedtke et al. 2013), abelhas que visitam as flores M. cordata

(Brito & Velloso, observagéo pessoal).

No hexagono de cores, as cores das estruturas florais sdo representadas como pontos e
ocupam um "locus" e a distincia entre eles revela as diferencas entre as cores (Chittka &
Kevan 2005). Para saber se os pontos das pegas florais ocupam a mesma regido do hexagono
de cores foi contado o nimero de pontos representando cada pecga floral analisada em cada
area do hexagono (azul, azul-UV, UV, UV-verde, verde, azul-verde), e os dados obtidos

foram comparados através de um teste Qui-quadrado.

Para testar a sobreposi¢cdo entre pontos que representam as anteras dos estames de
alimenta¢do e o apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizagdo no hexagono foi
usado um modelo nulo. Neste modelo a identidade dos pontos foi aleatorizada 1000 vezes e a
cada aleatorizag@o foi calculada a sobreposig@o entre os dois conjuntos de pontos. Para testar

se a sobreposicdo real é maior que a esperada pelo acaso foi comparada a sobreposigdo real
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com a distribui¢do nula das sobreposicGes aleatdrias em um teste unicaudal considerando um
intervalo de 95% de confianga. Se existir uma sobreposigdo significativa entre os pontos das
anteras dos estames de alimentagdio € do apéndice ventral do conectivo dos estames de
polinizagdo, poder-se-a afirmar que esta Ultima estrutura atuaria como mimico, apenas
aumentando o sinal de atragdo aos polinizadores, contudo ndo oferecendo nenhum recurso

coOmo récompensa.

Também foram comparados os contrastes cromaticos das anteras do estame de
polinizagdo, das anteras do estame de alimentacdo € dos apéndices ventrais do conectivo dos
estames de polinizacdo em relacdo a pétala. A distancia entre cada Joci foi utilizada como
medida de contraste de cor e comparada através de analise de varidncia (ANOVA), e

posteriormente foi aplicado aos dados o teste de Tukey.

Andlises estatisticas

Para mais informagGes a respeito dos testes estatisticos utilizados nesse estudo pode-se
consultar a plataforma do programa R (R 2016). Todas as analises descritas foram realizadas

no software estatistico R 3.0 disponivel para a plataforma Windows.

RESULTADOS

Morfologia e anatomia dos estames e dos grdos de pdlen

Microlicia cordata apresenta diferencas na morfologia entre os dois ciclos de estames,
especialmente no que se refere ao tamanho e a coloragdo das pecas florais, porém nédo ha
diferengas anatOmicas entre os estames de ambos os ciclos. Além disso, ndo ha diferencas
quanto a morfologia, anatomia e ao contetido dos gridos de pdlen provenientes das anteras de
polinizagdo e de alimentag8o, porém foram encontradas anormalidades nos grios de ambos os

ciclos.

Esta espécie apresenta androceu com 10 estames dimorfos, organizados em dois
ciclos. O ciclo antessé€palo (de polinizagdo) é formado pelos cinco estames maiores, com
anteras rostradas, purpuras, com 1,48 + 0,04 mm de comprimento, pedoconectivos com 2,76 +
0,18 mm, lilases, fortemente arqueados, filetes 2,5 = 0,12 mm de comprimento, lilases, e
apéndices ventrais do conectivo 1,02 = 0,06 mm, amarelos, levemente bilobados (Figuras 2 e

3). O ciclo antepétalo (de alimentag@o) contém os cinco estames menores, que apresentam
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anteras rostradas, amarelas, com 1,23 + 0,03 mm de comprimento, pedoconectivos 0,79 +
0,05 mm, lilases, filetes 2,59 + 0,13 mm de comprimento, lilases, € apéndices ventrais do
conectivo com 0,16 + 0,01 mm comprimento, amarelos (Figuras 2 e 3). Existe diferenca
significativa de tamanho entre as estruturas (ANOVA: F=98,4; p<0,001). As anteras de
polinizagdo sdo maiores que as anteras de alimentacdo (p<0,001), e maiores que o apéndice
ventral do conectivo dos estames de polinizacdo (p<0,001), e as anteras de alimentagdo sdo

maiores que o apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizacdo (p<0,001).

As anteras dos dois ciclos de estames sdo anatomicamente muito semelhantes, sendo
bitecas e tetraesporangiadas (Figuras 4A-C e 5A-C). Na antese, as células dos septos
interesporangiais se colapsam formando um tunico saco polinico ou léculo em cada teca
(Figuras 4C e 5C). Nos estagios observados, a parede da antera ¢ formada pela epiderme e
pelo endotécio (Figuras 4B—C e 5B—C). Cada antera € irrigada por um tunico feixe vascular

(Figuras 4A—C e 5A-C).

Os grios s3o liberados em moénades, no estagio bicelular, formado pelas células
vegetativa e generativa (Figuras 4D-E e SD-E). A célula vegetativa é maior, ocupa grande
parte do grdo de pdlen e apresenta um nicleo mais ou menos centralizado. A célula generativa
¢ consideravelmente menor, marcadamente alongada e localiza-se inteiramente dentro do
citoplasma da célula vegetativa. Polissacarideos e lipidios ndo foram detectados nos gréos de

polen em nenhum dos estagios analisados de ambos os ciclos.

Contudo, em anteras dos dois ciclos de estames foram detectadas diversas
anormalidades nos grdos de pdlen. Observaram-se grdos de pdlen sem ou com pouco
contedo citoplasmatico (Figuras 4G-H e 5F-G) e grdos contendo duas células sem
diferenciagdo morfolégica (Figura 4I). Ainda se observou a presenca de estagios juvenis,

como micrésporos vacuolados, nas anteras ja maduras (Figuras SH).

Quantidade e estimativa de viabilidade dos grdos de polen

As anteras dos estames de polinizacdo produzem mais grdos de poélen do que as
anteras dos estames de alimentagdo (Figura 6A; Z=23; p<0,001). A média de grios de pdlen
por flor da antera do estame de polinizagéo € de 32.830 =+ 1.660 enquanto da antera do estame
de alimentac8o é de 17.430 + 920. Por outro lado, ndo existe diferenca na estimativa de

viabilidade polinica entre as anteras (Z=1,13; p>0,05), sendo que as anteras dos estames de
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polinizagdo possuem 50,89% + 2,80% de grdos viaveis por flor, enquanto que as anteras dos
estames de alimentacdo possuem 53,06% + 2,90% de grios vidveis (Figura 6B). Ademais, os

dados anatémicos obtidos fornecem evidéncia adicional de que ndo ha diferenga na estimativa

de viabilidade entre os dois ciclos.

Figura 2. Microlicia cordata. A. Detalhe da morfologia dos dois tipos de estames (3 esquerda: estame de
alimentagfo; a direita: estame de polinizagio); B. Flor em vista frontal. (Legenda: 1: antera, 2: pedoconectivo, 3:

apéndice ventral do conectivo; 4: filete).
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Figura 3. Comprimento das estruturas florais de Microlicia cordata. (AP: antera de polinizagdo; AA: antera de
alimentagdo; AVP: apéndice ventral do conectivo do estame de polinizago). As letras diferentes indicam que o

tamanho das estruturas é diferente pelo teste de Bonferroni a um intervalo de confianga de 95%.
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Figura 4. Aspectos anatdmicos da antera e dos grios de pdlen do estame de polinizagdo de Microlicia cordata.
A — Corte longitudinal da antera; B, C — Corte transversal da antera evidenciando os quatro esporangios (B) e a
formagéo de um tnico esporangio por teca devido a degeneracéo do septo interesporangial (C); D-E: Detalhes
do grio de pdlen maduro; F-G. Corte longitudinal da antera madura evidenciando gréios de pdlen com contetido
citoplasmatico (F) ¢ sem contetido citoplasmatico (G); H. Detalhe dos grios de polen sem ou com pouco
conteudo citoplasmatico; I. Detalhe de um grio com duas células morfologicamente idénticas. (CG — célula

generativa; CV — célula vegetativa; End — Endotécio; Ep — Epiderme; FV — Feixe vascular.)

23



Figura 5. Aspectos anatdmicos da antera ¢ dos grios de polen do estame de alimentagdo de Microlicia
cordata. A — Corte longitudinal da antera; B, C — Corte transversal da antera evidenciando os quatro
esporangios (B) ¢ a formagfo de um unico esporingio por teca devido a degeneragfio do septo interesporangial
(C) (seta); D-E: Detalhes do grao de polen maduro; F: Corte longitudinal da antera madura evidenciando graos
de pdlen sem contetdo citoplasmatico; G: Detalhe dos grios de pdlen sem contetido citoplasmatico; H: Detalhe
dos micrésporos vacuolados presentes na antera madura. (CG — célula generativa; CV — célula vegetativa; End

— Endotécio; Ep — Epiderme; FV — Feixe vascular.)
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Figura 6. Numero de grios de polen por flor (A) e estimativa de viabilidade polinica (B) nas anteras de
polinizagdo (AP) ¢ anteras de alimentagio (AA) de Microlicia cordata. (* significativo a um intervalo de 95%
de confianga. NS — nfo significativo).

Coloragdo das pegas florais

Anteras dos estames de polinizagdo apresentaram coloragdo similar a corola, enquanto
que anteras dos estames de alimentacio e apéndice ventral do conectivo dos estames de
polinizag@o t€m coloragdo semelhante, pois ocupam a mesma regido no hexagono de cores.
Sendo assim, o apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizagdo atua como mimico

aumentando o sinal de atra¢do aos polinizadores.

As curvas de reflectincia indicaram que pétala e antera dos estames de polinizagdo
tém maior reflectdncia nas faixas do azul e do vermelho (Figuras 7A-B) correspondente a
coloracdo roxa, ja antera dos estames de alimentagdo e apéndice ventral do conectivo dos
estames de polinizacdo apresentam maior reflectdncia a partir dos 500 nm (Figuras 7C-D)

que € correspondente a faixa do amarelo e do vermelho.

Existe diferenca significativa no nimero de pontos que ocorre em cada regido do
hexégono, ou seja, entre os loci de cores das pegas florais (y’=17,8; gl.=6; p<0,01). Observou-
se que 97% dos pontos de cor da pétala se encontram na regido do azul, 80% de pontos de cor
das anteras dos estames de polinizagdo ocupam a regido azul-verde, enquanto que 99% dos
pontos das anteras dos estames de alimentagdio e 83% dos pontos do apéndice ventral do
conectivo dos estames de poliniza¢8o ocupam o mesmo espago na regido do verde (Figura 8).
Além disso, existe uma sobreposicdo significativa de 95,81% entre os pontos das anteras dos
estames de alimentacdo e do apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizagdo no

hexéagono de cores (p<0,05) (Figura 9).
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Também houve diferenga significativa entre o contraste de cor das pecas florais
analisadas e as pétalas (F=25,19; gl.= 2; p<0,001). Especificamente, o contraste entre a antera
do estame de polinizagdo e a pétala (0,097 + 0,067) (AP—PE) é menor que o contraste entre a
antera do estame de alimentacdo e a pétala (0,151 £ 0,312) (+=-2,974; gl.=58; p<0,01) (AA—
PE), bem como menor que o contraste entre o apéndice ventral do conectivo do estame de
polinizagdo e a pétala (0,197 + 0,311) (+=-6,069; gl.=58; p<0,001) (AVP-PE). Todavia ndo
houve diferenca significativa entre o contraste de cor das anteras dos estames de alimentagdo
e do apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizagdo com as pétalas, o que sugere
que esta ultima estrutura poderia atuar como mimico no processo de polinizacdo (t=-0.032;

gl.=58; p=0,975) (FiguralO0).
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Figura 7. Curvas de reflectancia das pegas florais de Microlicia cordata. A) Pétala, B) Antera do estame de
polinizagdo, C) Antera do estame de alimentagdo, D) Apéndice ventral do conectivo do estame de

polinizag&o.
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Figura 8. Modelo de espago de cor para Apis (Hexagono). B — azul. G — verde. U — ultravioleta. Os pontos
indicam onde cada pega floral se encontra no modelo do hexagono de cores. As coordenadas x — ¢ y — foram
calculadas com base nos valores de estimulagfio dos receptores UV, azul e verde para cada estrutura analisada
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Figura 9. Distribuicfio de frequéncia das porcentagens da sobreposigdo entre os pontos das anteras dos estames
de alimentacfio ¢ do apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizagéio. A linha verde indica o intervalo
de confianga unicaudal a 95% de confianga ¢ a linha vermelha indica o valor real de sobreposigdo entre os

pontos.
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Figura 10. Contraste de cor das estruturas florais de Microlicia cordata. (AP-PE: antera do estame de
polinizagio — pétala; AA—PE: antera do estame de alimentagio — pétala; AVP-PE: apéndice ventral do
conectivo do estame de polinizagio — pétala). As letras diferentes indicam que o tamanho das estruturas ¢

diferente. As letras iguais indicam que nféio houve diferenca significativa entre o contraste das estruturas.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos apoiam o modelo de divisdo de trabalho entre as anteras de
Microlicia cordata. Assim como proposto por esse modelo, as anteras dos estames de
polinizagdo desta espécie sdo maiores que as anteras dos estames de alimentacdo e também
apresentam maior quantidade de grdos de pdlen. E apesar das diferengas morfoldgicas
observadas entre as anteras, como tamanho e cor diferentes nos dois ciclos, ndo foram
verificadas diferencas anatomicas (Luo et al. 2008; 2009; Ferreira & Aratjo 2016). Também
ndo foram encontradas diferengas morfolégicas e anatémicas nem de contetido entre os grios
de pdlen das anteras de polinizagdo e de alimentagdo de M. cordata, como também ndo ocorre
em outras espécies da familia, como € o caso de Melastoma dodecandrum e M. sanguineum
(Luo et al. 2009). A estimativa de viabilidade polinica foi a mesma em ambos os ciclos,
porém as taxas de inviabilidade foram altas, o que ndo costuma ser comum em espécies
dependentes de polinizador (Hoffmann & Varassin 2011; Ferreira & Aragjo 2016). Em
relacdo a coloragdo das pecgas florais, observou-se que os estames de polinizacdo t€m

coloracdo menos contrastante em relacdo as pétalas, enquanto que estames de alimentacdo e
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apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizagdo t€m cores mais contrastantes com a
corola e s80 mais atrativos aos polinizadores (Jesson & Barret 2003; Vallejo-Marin et al.

2009).

Morfologia e anatomia dos estames e dos grdos de pdlen

Em relagdo a posicdo do androceu, os estames de polinizagdo de M. cordata estio
voltados para a parte de baixo da flor, situados préoximos ao estigma, enquanto que os estames
de alimentacdo estdo localizados na porcdo central da flor, resultando em um androceu
zigomorfico, padrdo também verificado em outras espécies de Melastomataceae (Renner
1989; Luo et al. 2008; Romero ef al. 2014, 2015; Romero & Versiane 2016). Em geral, os
estames das flores de Melastomataceae se apresentam dobrados de forma que os poros das
anteras ficam voltados para baixo, numa posicdo estratégica em relacdo ao estigma, a fim de
evitar a autopolinizagdo, tanto antes como durante a antese (Renner 1989). Porém, mesmo
estando nessa posicdo, o pdlen ndo escapa das anteras, a menos que haja um agente
polinizador, geralmente uma abelha, que estabelece um contato firme com os estames, € por
meio de suas vibragdes expulsa o pdlen pelos poros das anteras (Buchmann & Hurley 1978;
Renner 1989; De Luca et al. 2013). Sendo assim, o androceu zigomoérfico pode estar
relacionado com um melhor posicionamento do polinizador na flor, além de permitir a
deposicdo de pdlen em locais diferentes no corpo do polinizador, facilitando, dessa forma, a
polinizagdo cruzada (Jesson & Barret 2003; Luo et al. 2008; Vallejo-Marin et al. 2009;
Ferreira & Aratjo 2016).

As caracteristicas morfoldgicas das anteras e dos grdos de pdlen em M. cordata sdo
comuns ao encontrado em outras espécies de Melastomataceae. Anteras bitecas e
tetraesporangiadas, endotécio sem espessamentos fibrosos parietais e grios esféricos liberados
em monades no estagio bicelular sdo condigdes comuns na familia (Tobe & Raven 1983; Luo
et al. 2008; Cortez et al. 2015). Por outro lado, como observado em algumas espécies com
heteranteria, ndo foram verificadas diferencas morfoldgicas e anatdmicas nem de contetido
entre os grdos de podlen provenientes dos estames de polinizagdo e de alimentacdo de M.
cordata (Mori & Orchard 1980; Luo et al. 2009). Contudo, em algumas espécies da familia,
como € o caso de Melastoma malabathricum, podem ocorrer diferencas anatomicas nos graos
de polen entre as anteras dos dois ciclos. Nesta espécie, a ornamentag@o da exina difere entre
os ciclos, sendo que na antera de polinizacdo o pdlen tem superficie micro-rugosa, enquanto

que na antera de alimentacfio o pélen tem superficie micro-estriada, e sua parede celular
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apresenta espacos irregulares entre as columelas, o que ndo ocorre no pdlen da antera de

polinizaggo (veja Luo et al. 2008).

Ainda ha espécies, além de Melastomataceae, que apresentam diferengas nos tipos de
gréos de podlen provenientes de espécies com heteranteria (Luo et al. 2009). Por exemplo, em
Lecythis pisonis (Lecythidaceae), o pdlen apresenta mudanca de coloragédo, o que indica uma
diferenga fisioldgica entre os grdos de polen provenientes de cada tipo de antera, embora ndo
haja diferengas morfologicas entre eles (Mori & Orchard 1980). Lagerstroemia indica
(Lythraceae) apresenta diferencas na anatomia € na composi¢do do conteido citoplasmatico

dos gréos de pdlen provenientes de cada tipo de antera (Nepi et al. 2003).

Portanto, ocorre divisdo de trabalho a nivel morfolégico entre as anteras de
polinizagdo e de alimentacdo de M. cordata. Porém, aparentemente, ndo ocorre divisdo de
trabalho a nivel anatémico e funcional entre os grdos de pdlen provenientes dos estames de
polinizagdo e de alimentagdo de M. cordata, como relatado em outras espécies com

heteranteria (Luo et al. 2008; Ferreira & Aratjo 2016).

Quantidade e estimativa de viabilidade dos grdos de polen

Os dados obtidos indicam que em M. cordata a heteranteria se expressa mais na
quantidade do que na qualidade dos grios de pélen, uma vez que ha diferenca significativa na
quantidade de grdos formados entre as anteras dos dois ciclos de estames, embora a estimativa

de viabilidade seja semelhante.

Em muitas espécies de Melastomataceae, a quantidade de pélen varia de acordo com o
tipo de estame, sendo comumente observado que as anteras dos estames de polinizacdo
contém significativamente mais grios de pdlen do que as anteras dos estames de alimentacdo,
e que as anteras dos estames de polinizagdo também possuem uma porcentagem de grdos de
polen vidveis superior ou igual ao das anteras dos estames de alimentagdo (Luo et al. 2008;
2009; Ferreira & Aratjo 2016). De acordo com o modelo de divisdo de trabalho, as anteras
dos estames de polinizacdo possuem mais grios de pdlen viaveis quando comparados as
anteras dos estames de alimentaco, pois esses grios se depositam em locais estratégicos do
corpo do polinizador, ndo sendo consumidos por este, mas sim, utilizados na reprodugéo da

planta (Luo et al. 2008; Vallejo-Marin et al. 2009).
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Em M. cordata, as anteras dos estames de polinizacdo também produzem mais gréos
de polen que as anteras dos estames de alimentagdo. Ja em relacdo a viabilidade polinica, ndo
houve diferenca significativa entre os dois tipos de estames, porém as taxas de inviabilidade
foram altas. Segundo Hoffmann & Varassin (2011), em cinco espécies de Tibouchina, apesar
do dimorfismo das anteras, verificou-se viabilidade polinica similar em ambos os ciclos,
podendo esta variar entre individuos da mesma populacdo. Em Desmoscellis villosa, que
também apresenta heteranteria, os grdos de polen apresentaram alta taxa de viabilidade, sendo
esta similar em ambos os ciclos (Ferreira & Aratjo 2016). Provavelmente, a viabilidade
polinica similar em ambos os ciclos de estames nessas espécies, inclusive em M. cordata, se
deva ao processo meiodtico, que € o mesmo nos dois ciclos, independentemente de sua fungdo

de alimentagdo ou poliniza¢do (Luo ef al. 2009; Hoffmann & Varassin 2011).

Porém, a grande quantidade de grios de pdlen inviaveis observada nos dois tipos de
estames de M. cordata ndo era o esperado. Essa alta taxa de inviabilidade polinica pode
ocorrer devido a fatores ambientais, como alteracdes na umidade e temperatura, que podem
diminuir a viabilidade dos grios de polen, de acordo com o estagio de desenvolvimento do
botdo floral (Prasad et al. 1999; Dafni & Firmage 2000; Cruz et al. 2008). Outro fator a ser
considerado seria o excesso ou a auséncia de nutrientes. Por exemplo, altas taxas de
salinidade no ambiente podem resultar na acumulacdo de ions no pdlen gerando distirbios
metabolicos, os quais podem levar a uma diminuigdo da viabilidade, germinacdo e
crescimento do tubo polinico (Dhingra & Varghese 1985). Além disso, a longevidade da flor,
bem como o tempo de antese também podem afetar a viabilidade do pélen (Dafni & Firmage

2000; Souza et al. 2002; Hoffmann & Varassin 2011).

Em Melastomataceae, altas taxas de inviabilidade polinica t€ém sido descritas em
espécies apomiticas, devido principalmente as anormalidades meidticas. Acredita-se que tais
espécies possam ser alopolipléides, originadas apds cruzamento interespecifico € duplicacéo
cromossOmica (Goldenberg & Shepherd 1998; Caetano et al. 2013a,b). Nestes apomiticos, os
grios de podlen invidveis apresentam as mesmas caracteristicas anatomicas que foram
observadas na espécie aqui investigada. Embora n3o haja indicios de apomixia em M.
cordata, uma possivel origem hibrida desta espécie poderia levar as irregularidades meidticas
e baixa viabilidade polinica, o que deve ser investigado. Inviabilidade polinica relacionada as
anormalidades meidticas em hibridos, apomiticos ou ndo, € frequentemente relatada na

literatura (Pagliarini 2000; El Maataoui & Pichot 2001; Ferreira et al. 2009). Em trés espécies
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de Crotalaria (Fabaceae), a baixa viabilidade pode ser compensada pelo elevado nimero de
grios de pdlen produzidos (Ferreira et al. 2009), o que pode ocorrer em M. cordata. Neste
sentido, embora muitos grios sejam inviaveis, os grios viaveis poderiam ser suficientes para
garantir o sucesso reprodutivo da espécie. Portanto, os dois tipos de anteras poderiam

contribuir para o processo de polinizaco.

Coloragdo das pegas florais

As diferentes cores dos estames de M. cordata podem estar relacionadas ao papel de
cada um dos dois tipos no processo de polinizacdo (Luo et al. 2009; Ferreira & Aratjo 2016).
Sabe-se que a frequéncia de visitagdo dos polinizadores pode variar de acordo com o ciclo de
estames (Luo et al. 2008; Ferreira & Aratjo 2016). Em um experimento com Melastoma
malabathricum (Melastomataceae), foram removidos os estames de polinizagdo, de cor
purpura similar & corola e as visitas dos polinizadores continuaram iguais as das flores
controle (que ndo tiveram anteras removidas). Por outro lado, quando foram removidos os
estames de alimentacdo, de coloracdo amarela, contrastante com a corola, as visitas
declinaram brusca e significativamente, indicando que as anteras dos estames de polinizacdo
exercem baixa atracdo visual e olfatéria para as abelhas em comparacio as anteras dos

estames de alimentagdo (Luo et al. 2008).

Em M. cordata, as anteras de polinizacdo sdo purpuras, possuindo uma coloracdo
discreta e pouco contrastante em relacdo as pétalas, o que sugere também que essas anteras
sd0 menos atrativas para os polinizadores, podendo cumprir melhor a fun¢do de polinizagéo,
uma vez que os grios de pdlen disponiveis nessas anteras ndo seriam totalmente consumidos
pelos polinizadores, mas ficariam aderidos ao seu corpo e seriam, posteriormente, transferidos
para outras flores (Luo et al. 2009; Vallejo-Marin et al. 2009). Esse padrao floral, geralmente,
ocorre ndo apenas em Melastomataceae, mas também em outras familias de Angiospermas,
inclusive aquelas que possuem muitos representantes, como € o caso de Commelinaceae,

Fabaceae e Solanaceae (Rodrigues et al. 2005; Luo et al. 2009; Vallejo-Marin et al. 2010).

Por outro lado, as anteras dos estames de alimentagdo funcionam como um atrativo
para os polinizadores, especialmente devido a sua coloragdo amarela UV-absorvente, similar
ao pdlen (Heuschen et al. 2005; Luo et al. 2009; Ferreira & Aragjo 2016). Além disso, o
apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizac8o tem coloragdo similar & das anteras

dos estames de alimentag@o, possuindo a mesma cor para a capacidade de discriminagdo de
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Apis melifera, ja que ocupam a mesma regido no hexagono de cores (Chittka 1992). Tais
estruturas centrais da flor so muito atrativas devido ao seu contraste em relagdo a corola, o
que € tipico de flores melitéfilas (Lunau 1992; Heuschen et al. 2005). Assim, anteras dos
estames de alimentagdo e apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizacdo oferecem,
em conjunto, maior sinal de atrag@io para os polinizadores, visto que a corola seria apenas um

atrativo a longa distancia (Lunau 2006).

Sendo assim, em M. cordata ocorrem trés importantes processos intraflorais que
medeiam a relagdo entre a planta e o polinizador. Em primeiro lugar, as anteras dos estames
de polinizagdo sdo purpuras e se apresentam camufladas para os polinizadores, devido a
coloracdo similar com a corola. Em segundo lugar, as anteras dos estames de alimentac&o sdo
amarelas € bem atrativas aos polinizadores por apresentarem coloragdo bastante contrastante
em relacdo as pétalas, e sinalizarem o recurso oferecido (pélen) honestamente. Por fim, o
apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizacdo tem também coloragdo amarela,
similar as anteras dos estames de alimentac8o, porém essa coloracdo apenas mimetiza as
anteras, aumentando o sinal de atrac8o aos agentes polinizadores. Porém, o apéndice ventral
do conectivo dos estames de polinizagdo ndo oferece nenhum recurso, sendo assim um sinal

desonesto para os polinizadores.

Dentro deste contexto, a hipdtese do “mimetismo de poélen” é um fenémeno
mundialmente comum em Angiospermas, a qual indica a existéncia de estruturas florais com
caracteristicas semelhantes ao grdo de pdlen que atrai os agentes polinizadores, como € o caso
da coloragdo amarela UV-absorvente das anteras dos estames de alimentac8o € do apéndice
ventral do conectivo dos estames de polinizagdo em M. cordata. Ainda, ha o fato de que estas
estruturas se concentram no centro da flor, o que aumenta as chances de visita (Heuschen et
al. 2005; Lunau 2006; Bar6nio et. al 2016). Tal sistema de mimetismo é composto de trés
componentes principais, que seriam: 1) a estrutura modelo, como € o caso das anteras dos
estames de alimentagfo; 2) a estrutura mimica, que seria o apéndice ventral dos estames de
polinizag@o e 3) o receptor do sinal, que seriam as abelhas visitantes (Lunau 2006). Dessa
forma, o mimetismo floral € um processo evolutivo dindmico que envolve a capacidade de

sinalizac8o das plantas e a percepcdo dos polinizadores (Roy & Widmer 1999).

Muitas espécies usam estruturas mimicas para superar as desvantagens de atrair e
recompensar os visitantes florais com todo o pdlen, e assim, podem economizar este recurso

ao transferir a fungfo sinalizadora de estames naturais para outras estruturas que imitam sua

33



funcdo (Dafni 1984; Lunau 2006). Além disso, tais estruturas de imita¢8o fornecem um sinal
mais padronizado e constante em espécies com morfos diferentes, como € o caso daquelas que
apresentam heteranteria (Lunau 2006). Assim, a presenca de estruturas mimicas, similares aos
estames, € um aspecto generalizado da sinalizacdo floral de Angiospermas polinizadas por
abelhas e provavelmente representa o sistema de mimetismo mais rico do mundo (Heuschen

et al. 2005; Lunau 2006).

De acordo com a hipdtese do “mimetismo de pdlen”, a semelhanga de cor entre
anteras dos estames de alimentacdo e o apéndice ventral do conectivo dos estames de
polinizagdo de M. cordata sugere que as abelhas poderiam interpretar estes Gltimos como
supostas anteras que forneceriam recursos, sendo assim, esta estrutura atuaria como um sinal
desonesto e intensificador na atragdo dos visitantes, que seriam enganados pela coloragdo
similar dessas estruturas (Renner 1989; Lunau 2006). E provavelmente M. cordata € o
primeiro caso descrito de mimetismo em que a estrutura modelo € a estrutura mimica ocorrem

na mesma flor.
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III. CONSIDERACOES FINAIS

Os estames € as anteras de M. cordata apresentam tamanhos diferentes, sendo que o
ciclo de polinizacdo € maior do que o de alimentagdo, embora sua estrutura anatémica seja
semelhante. Corroborando a hipdtese de divisdo de trabalho, as anteras dos estames de
polinizag@o possuem, de fato, maior quantidade de grios de pdlen em relagdo as anteras dos
estames de alimentagdo, possivelmente em func¢do do seu maior tamanho. Porém, ndo ha
diferenga na viabilidade polinica, visto que os dois tipos de estames apresentam alta
inviabilidade devido a presenca de anormalidades encontradas nos grdos de pdlen. A cor dos
dois ciclos de estames permite concluir que suas coloragdes estdo relacionadas ao papel de
cada peca floral na polinizagdo. Os estames de polinizagdo sfo pouco atrativos aos
polinizadores devido ao pouco contraste de sua coloracdo em relagdo a corola, ao contrario
dos estames de alimentagdo que possuem cor contrastante com a corola, sendo bastante
atrativos para os polinizadores. E o apéndice ventral do conectivo dos estames de polinizagdo
apresenta 0 mesmo padrdo de cor dos estames de alimentacdo e, dessa forma, atua como

mimico, aumentando o sinal de atragdo para os agentes polinizadores.
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