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INTRODUCAO GERAL

Como organismos sésseis, as plantas dependem de vetores abidticos (i.e. ar e dgua) ou
bidticos (i.e. animais) para que a polinizacdo e a dispersdo ocorram. Neste evento, a relagdao
estabelecida com os animais, em especial, tem grande expressividade na histéria evolutiva das
Angiospermas. A interacdo de suas plantas com os polinizadores tem sido apontada como uma das
forcas que levaram a rapida diversificacdo do grupo (Fenster et al. 2004, Van der Niet & Johnson
2012). Diferentes atributos florais apresentam importante papel neste contexto, j& que medeiam o
estabelecimento destas interacdes (Faegri & Pijl 2013, Rech et al. 2014). Através da oferta e de
recursos como pélen, néctar, 6leos e resinas, as plantas atraem os potenciais polinizadores de suas
flores (Bardnio et al. 2018). Por outro lado, distintas morfologias, em especial de seus Orgdos
reprodutivos, viabilizam a acuricia na transferéncia de podlen entre as flores dado o ajuste
morfologico estabelecido com estes agentes (Armbruster 2014, Cardoso et al. 2018). Assim
variadas estratégias reprodutivas sdo expressas em razdo da otimizacdo da reprodugdo cruzada
destas plantas, principalmente naquelas que exibem demandas conflitantes neste processo.

Nas plantas conhecidas como “flores de polen”, por exemplo, além de servir como vetor dos
gametas masculinos, os graos de pdlen também servem como principal recompensa aos visitantes
florais (Vogel 1978). A demanda conflitante dada pela dupla funcionalidade deste recurso, que é
limitado, gera um conflito evolutivo conhecido por “dilema de pélen” (Lunau et al. 2015). Na rota
de evitar esse conflito essas planta podem exibir diferentes estratégias, através de seus atributos
florais, que otimizam o seu sucesso reprodutivo. Através da deiscéncia poricida das anteras algumas
flores de pdélen podem limitar a liberacdo deste recurso. Neste caso, comumente sdo as abelhas que
vibram os agentes capazes de realizar a coleta ativa e eficaz deste recurso (Buchmann 1983, De
Luca & Vallejo-Marin 2013, Cardinal et al. 2018). Assim, esta interacdo acaba caracterizando um
sistema especializado de polinizag¢do por vibrac@o nestas plantas.

A familia Melastomataceae ¢ bem conhecida pelas caracteristicas acima. (Buchmann 1983,
Renner 1989, Vallejo-Marin et al. 2010). Neste grupo diferentes polimorfismos florais, envolvendo
variagdes morfoldgicas de seus 0rgdos reprodutivos, sdo apresentados (Barrett 2002, 2013, Cardoso
et al. 2018). A heteranteria, por exemplo, ¢ comumente verificada como um desses polimorfismos.
Assim como para outras flores de pdlen, nesta familia este sistema floral representa uma importante
estratégia de solucdo ao dilema de podlen. Estames diferentes em tamanhos, formas e cores
principalmente, podem exibir uma divisdo de trabalho, a qual viabiliza as duas demandas funcionais
de seu pdlen (Luo et al. 2008, Vallejo-Marin et al. 2009). Geralmente estames maiores, com cores

mais cripticas, apresentam funcdo de polinizagdo e os menores, comumente amarelos e mais



conspicuos sdo voltados para a alimentac@o dos polinizadores (Vallejo-Marin et al. 2010, Velloso et
al. 2018).

A heteranteria € usualmente associada a outras formas de polimorfismos florais como a
enantiostilia e a heterostilia (Vallejo-Marin et al. 2010). Entretanto, diferente disso, em
Melastomataceae estes sistemas florais sdo pouco ocorrentes. A heterostilia, em especial, foi
somente apontada para a espécie deste estudo: Macairea radula (Bonpl.) DC. ( Fracasso 2008,
Oliveira et al., dados ndo publicados). Ainda nesta familia, o hermafroditismo € um atributo bem
conservado (Renner 1989). Embora muitas plantas sejam assim caracterizadas pela ocorréncia
temporal e espacial de estames e estiletes, nem sempre a presenga de ambos os drgaos reprodutivos
condiz com uma contribuicdo igual de gametas masculinos e femininos. Neste contexto a
apresentacdo de distintos géneros funcionais em razdo uma alocacdo de esfor¢o reprodutivo
diferente nas funcdes feminina e masculina pode caracterizar outro tipo de estratégia reprodutiva
destas plantas (Lloyd 1980, Lloyd & Bawa 1984, Barrett 2002). Embora a polinizac¢do por vibracao
seja predominante na familia, a diversidade de suas espéciesindica um platd adaptativo, a partir do
qual a evolucdo para sistemas alternativos de polinizacdo, e consequentemente de reprodugdo,
podem ser canalizados (Dellinger et al. 2019). Esse evento deve ser articulado por mudancas em
seus atributos florais como aquelas envolvendo a oferta de recursos, mecanismos de liberacdo de
polen e arranjo dos estames diferentes (Brito et al. 2016, 2017, Dellinger et al. 2014, 2019).

Em adi¢do ao pdlen algumas flores também podem ofertar 6leos (Vogel 1974). Em
Melastomataceae este caso € restrito a subfamilia Olisbeoideae (Buchmamm 1987), mas um novo
registro € apontado neste estudo. Juntamente a isto, mudancas nos atributos nos niveis morfologico
ou de performance sexual, como os acima citados, indicam que através de distintas estratégias
reprodutivas, diferentes caminhos evolutivos podem ser tracados no sistema de polinizagdo e/ou
reprodutivo destas plantas tipicamente caracterizadas como flores de pdlen. Nesta perspectiva, a
espécie Macairea radula foi escolhida como modelo deste estudo para entender como seus atributos
florais e as estratégias por estes expressas estdo relacionadas aos processos de mudangas no sistema

reprodutivo de suas plantas e qual o papel dos polinizadores neste ccontexto.
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ABSTRACT

e Melastomataceae is typically characterized by its high specialized pollen flowers, but little is
known about oil offering in this family. Until now, this trait was only observed in
Olisbeiodeae tribe. However, other species, such as Macairea radula, present several
staminal glands that secrete oil-like viscous substance which the role is still unknown. Such
knowledge can help to elucidate the role of oil offering and the evolution of different

reproductive strategies in specialized flowering plants.

e Anatomical sections and histochemical tests were performed to characterize the structure
and their secretion as well as gas chromatography was used to chemical analysis. Floral

visitors’ observations were used for ecological interpretations.

e Fach gland is a multicellular and multiseriate short stalk ending in a conspicuous
multicellular secretory head. The histochemical tests indicate lipids and phenols in the
secretion of glandular head cells. This content was exuded and accumulates on the gland
surface beneath the cuticle. The chemical analyses confirmed the lipid nature of this
substance and the occurrence of long-chain alkanes and nutritious fatty acids. Bees of the

genus Trigona, Centris and Augochloropsis were the main floral visitors.

e Macairea radula staminal glands have a lipid secretion similar in composition to those
plants that offer floral oils as the main resource to pollinators. Although being histologically
different from trichomes, these glands can be functionally similar to oil flowers trichomatic
elaiophores. Eventhough pollen is the main explored resource, the oils is passively collected
by Centris bees, during buzz pollination This newly described floral resource characterizes a

different strategy for this family where pollen flowers predominate.

Keywords
Buzz-pollination, elaiophores, floral trichomes, gas chromatography, histochemistry, oil flowers,

staminal glands



RESUMO

Melastomataceae € tipicamente caracterizada por suas flores de poélen altamente
especializadas, mas pouco se sabe sobre a oferta de Oleo nesta familia. Até agora, este
atributo s6 foi observado na tribo Olisbeiodeae. No entanto, outras espécies, como Macairea
radula, apresentam glandulas estaminais, que secretam uma substancia viscosa semelhante a
o6leos, cujo papel ainda € desconhecido. Tal conhecimento poderia ajudar a elucidar questdes
como a oferta de 6leo e a evolucdo de diferentes estratégias reprodutivas em plantas

especializadas.

Cortes anatomicos e testes histoquimicos foram realizados para caracterizar a estrutura e sua
secrecdo, bem como andlises de cromatografia gasosa para a descricdo quimica dessas
substancias. Observacdes de visitantes florais foram wusadas para interpretacdes
ecoldgicas.Cada glandula é um pedinculo curto multicelular e multisseriado, terminando em

uma cabeca secretora conspicua e multicelular.

Os testes histoquimicos indicam a presencga de lipidios e fendis na secrecdo das células da
cabeca glandular. Este conteudo foi exsudado e se acumula na superficie da glandula. A
analise quimica confirmou a natureza lipidica dessa secrecdo e a ocorréncia de alcanos de
cadeias longas e acidos graxos de alimentacdo. Abelhas dos géneros Trigona, Centris e

Augochloropsis foram os principais visitantes florais.

As glandulas estaminais de M. radula possuem secre¢do lipidica com composi¢ao
semelhante a de plantas que oferecem Oleos florais aos polinizadores como principal
recurso. Embora difiram histologicamente de tricomas, estas glandulas podem ser
funcionalmente semelhantes aos elaidforos tricomaticos de flores de 6leo. Mesmo que o
polen seja o principal recurso explorado, os 6leos sdo passivamente coletados por abelhas
Centris durante polinizacdo por vibragdo. O novo recurso floral descrito neste trabalho

caracteriza uma estratégia incomum para esta familia onde predominam as flores de pdlen.

Palavras-chave

Cromatografia gasosa, elai6foros, flores de dleo, glandulas estaminais, histoquimica, polinizacdo

por vibragdo, tricomas florais



INTRODUCAO

Em todo o globo, acredita-se que 87% das plantas com flores dependam de vetores bidticos
para reproducdo, e essa estimativa chega a mais de 90% quando se trata de plantas que ocorrem nos
tropicos (Ollerton et al. 2011). Essa dependéncia favoreceu diferentes estratégias de atracio e
recompensa na da maioria dessas plantas. Geralmente, os animais buscam recursos (e.g. pdlen,
néctar, Oleos, fragrancias, resinas e tecidos) durante as visitas as flores para suprir suas demandas
alimentares, reprodutivas ou de abrigo. Por outro lado, as plantas recebem os servicos da
polinizacdo (Simpson & Neff 1983, Bar6nio et al. 2018). Por promover beneficios que geralmente
resultam em um aumento de valor adaptativo a ambos os interagentes, esta pode ser considerada
uma relacdo de exploragdo mutua cujo o grau de obrigatoriedade dependera do quao especializadas
e integradas sdo essas adaptacdes (Fenster et al. 2004, Ollerton et al. 2007). Os recursos florais
atuam como moduladores dessas interacdes e dentre estes, polen e néctar sdo os principais € mais
frequentemente ofertados (Bar6nio et al. 2018). O pdlen, além de sua importincia reprodutiva por
transportar os gametas masculinos, ¢ um componente altamente nutritivo para muitos animais,
principalmente abelhas (Willmer 2011). Por outro lado, o néctar faz parte da dieta de uma gama
mais ampla de animais, incluindo insetos, aves e morcegos, e tem sido apontado como o recurso
floral mais explorado (Nicolson & Thornburg 2007).

Embora menos comum, algumas flores de diferentes familias de angiospermas sdo capazes
de secretar 6leos que podem também atuar como recurso floral, exclusivamente ou em conjunto
com o pélen e/ou néctar. Nessas “flores de 6leo”, o material lipidico é secretado em diferentes
partes da corola, do androceu, do gineceu e até mesmo do calice, por células epidérmicas secretoras
(elaioforos epiteliais) ou por tricomas glandulares (elaiéforos tricométicos) (Vogel 1974, Simpson
& Neff 1981, Buchmann 1987). Esse 6leo € um composto altamente energético, formado em grande
parte por 4cidos graxos, mono ou diglicerideos e, em conjunto com o polen, tem papel alimentar as
larvas de abelhas, podendo ainda ser usado por estas como fonte de impermeabilizacdo de células
cria ou na promo¢do de uma melhor aderéncia dos graos de pdélen ao corpo destes insetos (Vogel
1974Buchmann 1987, Possobom & Machado 2017).

As flores de 6leo parecem ter origem independente e surgimento Unico em vérias familias
ndo relacionadas. Atualmente 14 familias de angiospermas (Calceolariaceae, Cucurbitaceae,
Fabaceae, Gesneriaceae, Iridaceae, Krameriaceae, Malpighiaceae, Melastomataceae, Orchidaceae,
Plantaginaceae, Primulaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae e Stilbaceae) sdo conhecidas ou
presumidas para a oferta de Oleos florais, cuja coleta é realizada exclusivamente por abelhas com
adaptacdes morfolégicas e comportamentais (Buchmann 1987, Alves-Dos-Santos et al. 2007,
Renner & Schaefer 2010, Possobom & Machado 2017). A maioria destas estdo distribuidas entre as

tribos Centridini, Ctenoplectrini, Tapinotaspidini e Tetrapediini alguns Meliponini da familia
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Apidae e nos géneros Macropis e Rediviva da familia Melittidae (Vogel 1974, Buchmann 1987,
Alves-Dos-Santos et al. 2007). Ainda que essa coleta seja mais conhecida para representantes da
familia Malpighiaceae, uma forte relacio entre a morfologia floral e a morfologia e comportamento
das abelhas coletoras de 6leo € também verificada para flores de 6leo de outras familias (Possobom
& Machado 2017).Geralmente essas abelhas s@o solitarias, fémeas e apresentam adaptagdes nas
pernas e, as vezes, abdomen ou tdrax, caracterizadas pela presenca de cerdas especializadas com
padrdes variados e relacionados aos diferentes tipos de glandulas secretoras de 6leo e sua
localizacdo na flor. Durante a coleta agarram-se as pétalas posicionando a regido ventral de seu
abddmen sobre os estames e estigma da flor, onde por friccdo ou raspagem realizam a coleta ativa
de 6leo nos elaidforos e, consequentemente, viabilizam a polinizacdo (Vogel 1974, Sigrist &
Sazima 2004, Alves-Dos-Santos et al. 2007).

Apesar de reportada a oferta de 6leo em alguns representantes de Fabaceae, Gesneriaceae e
Melastomataceae, estas ndo sao sempre incluidas na listagem de familias produtoras de 6leo devido,
sobretudo, ao desconhecimento da funcdo ecoldgica deste componente e as poucas evidéncias de
que suas estruturas secretoras sejam elaiéforos verdadeiros (Possobom & Machado 2017). Em
Melastomataceae, familia com cerca de 170 gé€neros e 5.400 espécies amplamente distribuidas em
regides tropicais e subtropicais, a oferta de 6leo parece ser algo restrito a subfamilia Olisbeoideae
(Buchmann 1987, Renner 1989). A producdo de 6leo em glandulas localizadas na face dorsal do
conectivo das anteras caracteriza uma das sinapomorfias deste clado, um dos primeiros a se divergir
em Melastomataceae. Conhecida por suas flores tipicas e altamente especializadas na oferta de
polen, grande parte das espécies da familia necessita da interacdo com um grupo especifico de
abelhas capazes de realizar vibra¢do corporal para que a polinizacdo ocorra, caracterizando a
polinizacdo por vibragdo (Buchmann 1983). Essa capacidade € reportada, entre outras tribos, para
Centridini e representantes de Meliponini, abelhas que também podem buscar 6leo nas flores, o que
amplia as possibilidades de exploracdo de ambos os recursos (Alves-Dos-Santos et al. 2007).

Os o6leos t€m sua importancia ecologica bem estabelecida, com o papel de suprir algumas
das demandas dos visitantes florais (Simpson & Neff 1981). Nesta perspectiva, a oferta adicional
deste recurso pode representar uma melhora na estratégia reprodutiva de algumas plantas,
diminuindo certos conflitos ecolégicos dados pela sua interacdo com visitantes florais. Em muitas
espécies de Melastomataceae, por exemplo, a oferta de pélen como tnica recompensa representa
um desses conflitos, conhecido como dilema de pélen dado a limitacdo e dupla funcionalidade do
recurso (i.e. alimentacdo das abelhas e reproducdo da planta) (Westerkamp 1996, Lunau 2015). A
ocorréncia de tricomas glandulares florais € reportada para diferentes linhagens da familia,
sobretudo em estudos taxondmicos de descri¢io morfolégica (APSC observacao pessoal, Martins et

al. 2009). Entretanto, pouco se sabe sobre a estrutura, a natureza do contetiido e a fungdo destes,
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dada a raridade de estudos voltados para estas perspectivas (Eyde & Teeri 1967). Além das sépalas,
pétalas, hipanto e pistilo, esses tricomas sdo também observados nos estames, embora com menos
frequéncia. Espécies de Cambessedesia, Miconia e Tibouchina sdo exemplos dos poucos registros
de tricomas glandulares em estames (Renner et al. 1989, Guimaraes ef al. 1999, Fracasso & Sazima
2004). E possivel que tais estruturas se tratem também de elaiéforos, uma vez que, aparentemente,
secretam uma substancia viscosa semelhante a 6leo (obs. pessoal) e que a ocorréncia deste tipo de
glandula ja tenha sido apontada em Olisbeoideae. O conhecimento sobre a estrutura e o papel
ecoldgico dessas glandulas, ajudaria a elucidar questdes relacionadas a exploragd@o por polinizadores
diferentes daqueles caracterizados para o sistemas de polinizacdo por vibragdo e evolucdo de
diferentes estratégias reprodutivas em plantas especializadas, como a oferta de o6leo em
Melastomataceae, onde predominam as flores de pdlen.

Macairea radula (Bonpl.) DC. apresenta estruturas glandulares nos estames semelhantes as
que ocorrem em diversos outras espécies da mesma familia e cuja secrecdo e funcdes nao
foram ainda esclarecidas (Buchmann & Buchmann 1981, Clausing & Renner 2001, Machado
2004). Neste trabalho buscamos compreender a estrutura e fun¢do de tais glandulas, com objetivos
especificos de: (I) identificar os principais compostos por elas secretados, (II) verificar se estes sdao
coletados pelos visitantes e (III) avaliar seu papel ecologico envolvendo o estabelecimento de

interacdo com visitantes e potenciais polinizadores.

MATERIAIS E METODOS
Area e espécie de estudo

A coleta de dados foi realizada entre Agosto e Novembro nos anos de 2017 e 2018 em uma
propriedade particular (Fazenda Ourinhos — 19°02°49.19°°S 48°21°00.48°°0). A area estudada ¢
parte do bioma Cerrado com fragmentos de vereda e uma densa populacdo de Macairea radula.

Macairea radula € uma espécie arbustiva que ocorre comumente em formagdes rupestres e
savanicas, como o Cerrado (Renner 1989). Caracterizada pela oferta dnica de pdlen, suas flores,
organizadas em tirsos multifloros, sdo tetrameras e apresentam oito estames alternadamente
dimorfos e anteras com deiscéncia poricida (de Oliveira e Silvia & Romero 2008, Bacci et al.
2016). Estruturas glandulares previamente descritas como tricomas sdo encontrados na face ventral
dos filetes, bem como na porcdo inferior do estilete e 4pice do ovario. Apesar de testes
histoquimicos indicarem a presenca de 6leo na secre¢do dessas estruturas glandulares estaminais
(APSC observacao pessoal), a funcionalidade ecoldgica destes na flor é desconhecida. Para a
distingdo entre as estruturas glandulares encontradas nos estames de M. radula e aquelas localizadas

em outras partes da flor, estas serdo, daqui em diante, denominadas glandulas estaminais.
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Caracterizacdo estrutural da glandula e natureza da secre¢do

A caracterizagdo estrutural da glandula foi realizada por meio de anatomia e exame de
superficie, e a natureza da secrecdo indicada por testes histoquimicos. Para tais procedimentos,
estames de botdes florais e flores abertas ensacadas e visitadas foram coletados a partir de trés
individuos da area estudada. As amostras foram fixadas em Formalina Neutra Tamponadapor
aproximadamente 72 horas, lavadas em agua destilada, desidratadas em série etandlica e estocadas
em etanol 70% (Lillie 1965).

Para anatomia e histoquimica, os filetes foram desidratados em série etandlica e incluidos
em resina plastica Leica (Gerrits 1991). Seccdes anatdmicas longitudinais com aproximadamente 5
um de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo e aderidas a laminas de vidro. Parte das
laminas foram coradas em azul de toluidina 0,05% em tampao acetato, pH 4,4, (Feder & O’brien
1968) por cerca de cinco minutos, € montadas com agua destilada no momento da observacido. A
natureza da secrecdo presente nas glandulas foi detectada nas demais laminas por meio dos
seguintes testes: Negro de Suddo B e Vermelho de Suddo IV para verificar a presenca de lipideos
totais (Pearse 1980); Reagente de Nadi para detectar terpenoides (David & Carde 1964); Acido
Periodico de Schiff (PAS) para detectar polissacarideos (Feder & O’Brien 1968), Tricloreto férrico
para deteccdo de composto fendlicos (Johansen 1940), Xylidine de Ponceau para detectar proteinas
(Vidal 1970) e Lugol para deteccdo de amido (Jensen 1940). Os testes com Negro de Suddo B,
Vermelho de Sudido IV e Reagente de Nadi também foram realizados em material fresco, para
melhor visualizacdo do exsudato. As observacdes e fotografias foram feitas em fotomicroscopio
Olympus BX51 com camera digital acoplada Olympus DP70 12.5 megapixel.

Para o exame de superficie em microscopia eletronica de varredura (MEV), estames fixados
foram desidratados em série etandlica e série etanol:acetona (1:0. 1:1, 0:1), submetidos ao ponto
critico em aparelho Leica CPD 300, montados em suportes de aluminio com fita adesiva de carbono
dupla face e posteriormente metalizados com ouro paladio 75nm (nandmetros) por 90 segundos em
metalizador Leica EM SCD 050. As amostras foram examinadas em microscopio eletronico de

varredura Zeiss EVO/MA10.

Caracterizag¢do quimica da secre¢do

Filetes (n=80) de flores abertas ndo visitadas de trés individuos foram coletados e
armazenadas, por 5 minutos, em potes de vidro contendo solvente diclorometano (2ml), para
extracdo da secrecdo. Posteriormente essas amostras foram filtradas por papel filtro e reduzidas sob
fluxo de ar comprimido. As aliquotas remanescentes foram armazenadas em freezer (-20° C) até as
andlises, por cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa (GC-MS) QP2010

Shimadzu seguindo padrdes metodologicos (adaptado de Nunes et al. 2017). Um ul do extrato em
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diclorometano foi injetado diretamente no cromatografo gasoso com a camara de inje¢ao a 250 © C
em modo splitless. A separacdo dos compostos foi realizada em uma coluna capilar DB-5MS (J &
W Agilent) de 30 m x 0,25 mm, espessura de filme 0,25 pm, com He (79,7 kPa) como gés de
transporte a uma vazao de 1,3 ml min-1. A temperatura da coluna GC foi inicialmente de 60 °C,
aumentando linearmente 3° C por minuto até 240° C durante 60 minutos. Os dados cromatograficos
foram analisados pelo software GC-MS Solution (Shimadzu) e os 6leos florais foram identificados
pela comparacdo do espectro de massa dos ions e do indice de reten¢cdao de Kovats com dados das as
plataformas NIST (https://webbook.nist.gov/chemistry/) e PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). A quantidade relativa dos compostos quimicos na amostra foi

tomada pela normaliza¢do das areas de picos de fons totais (TIC) no cromatograma.

Caracterizagdo dos visitantes florais

Os visitantes, bem como seu comportamento de forrageamento e coleta de recursos foram
observados e coletados ao longo de expedi¢des ao campo. A identificacdo no nivel de género ou
espécie foi feita com base nas cole¢des entomoldgicas e com auxilio de especialistas. Informacdes
adicionais sobre registros de coleta de dleo por parte dos visitantes foram compiladas a partir de um
levantamento bibliografico a fim de estabelecer a relacdo desses animais com a coleta do recurso,
bem como a eficiéncia na polinizacdo. Esses visitantes foram categorizados quanto familia/tribo,
tipo de recurso coletado (pdlen /6leo), comportamento de coleta (vibracdo/raspagem) e modo de
coleta de pdlen. O modo de coleta de pdlen seguiu categorizacao proposta por Renner (1983), Solis-
Montero et al. (2015) e Mesquita-Neto et al. (2018) onde foram consideradas como (1) vibradoras
de flores, abelhas que vibravam todas as anteras da flor durante uma tnica visita, (2) vibradoras de
anteras, aquelas que vibravam uma ou algumas anteras por vez e (3) ndo-vibradoras aquelas que nao
vibravam e realizavam a coleta de polen danificando as estruturas florais ou resgatando pdlen

residual aderido em diferentes partes florais apos visitas de abelhas que vibravam.

RESULTADOS
Caracterizacdo estrutural da glandula e natureza da secre¢do

As glandulas estaminais apresentam-se em grande quantidade e distribuidas na porcao
ventral dos filetes dos estames (Fig. 1A-B e 2A-D). O filete possui epiderme unisseriada recoberta
por uma fina camada de cuticula, seguida de tecido parenquimaético constituido por algumas poucas
camadas de células que circundam um feixe vascular que ocupa posicao central no 6rgao (Fig. 3A).
E possivel observar que o tecido parenquimético do filete é continuo e parece se projetar para o
pedinculo da glandula, indicando a presenca de tecido fundamental em tal estrutura (Fig. 3A-B).

Estruturalmente, as glandulas se caracterizam por um pedinculo curto multicelular e multisseriado,
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e uma cabeca secretora multicelular conspicua e globosa, recobertos por uma fina cuticula (Fig. 2C-
D e Fig. 3A-C). Em flores visitadas, € possivel ver a cuticula rompida na regido distal da glandula
(Fig. 2D). Os testes histoquimicos Negro de Suddao B, Vermelho de Sudao IV e Tricloreto Férrico
foram positivos, indicando a presenca de lipidios totais e compostos fendlicos (Fig. 4A-D).
Granulos de amido corados por Lugol foram observados no tecido parenquiméatico do filete
subjacente as glandulas (Fig. 4D). A secre¢dao pode ser observada no espago intracelular das

glandulas de botdes e flores, como também recobrindo a superficie glandular (Fig. 3C e A-B).

Caracterizagdo quimica da secre¢do

As andlises cromatogrificas dos extratos dos filetes apresentaram composicdo lipidica
indicando principalmente a presenca de dcidos graxos, alcanos e alcenos de cadeia média variando
entre 15 e 22 carbonos, além de alcoois, ésteres, acidos carboxilicos e terpenoides. Dentre os
compostos identificados e caracterizados para na solucdo obtida com a imersdo dos filetes em
diclorometano, acido octadecandico (estedrico) retido em 36,24 minutos apresentou maior
abundancia relativa (12,36 %), seguido de octadecano (11,16%), nonadecano (9,99%), heptadecano
(9,94%) e eicosano (7,45%). Além destes, substincias como hexadecano (6,15%), heneicosano
(4,82%), hexadecanol (4.34%), 2-metiloctadecano (3,82%) e tetradecanoato de metila (acido
miristico na forma de ester metilico) (3,80%) também apresentaram quantidades significativas
(Tabela 1). O perfil cromatografico dos extratos de M. radula exibiu nos picos de retengdo em
31.88, 35.59 e 36.24 minutos equivaléncia com &4cidos graxos nutritivos referentes aos acidos

hexadecanoico, tetradecanoato de metila e octadecandico (Fig. 5).

Visitantes florais

Abelhas da familia Apidae, pertencentes as tribos Centridini € Meliponini, e da familia
Halictidae, pertencente a tribo Augochlorini, foram registradas visitando as flores de M. radula
(Tabela 2). Dentre estas, apenas Centridini e Meliponini coletam o6leo, embora com
comportamentos diferentes. Em Centris sp. a coleta é realizada passivamente, com a friccdo das
glandulas durante o comportamento de vibragdo (material suplementar). Por outro lado as Trigonas
(Meliponini) tém um comportamento de raspagem dos tecidos florais, incluindo nas regides onde as
glandulas estaminais se mostravam presentes. Durante a visita, as abelhas Centris sp. agarram-se as
estruturas reprodutivas da flor e realizam a vibracdo da musculatura tordcica, que dura alguns
segundos. Apds algumas visitas, num voo pairado defronte a flor ou apoiadas em galhos, realizam a
limpeza do corpo, especialmente na regido ventral do abdomen, com o auxilio das pernas anteriores

e medianas, transferindo massas de pélen e 6leo para as escopas nas pernas posteriores.
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Todos os visitantes apresentaram também a coleta de pdlen, porém com comportamentos
diferentes. Centris sp. e Augochlorini sp. faziam isso pela vibragao do corpo, levando a formacao de
uma nuvem de pdlen que acaba se depositando em diferentes regides de seus corpos. Centris sp.
exibiram acoplamento morfoldgico as estruturas reprodutivas da flor, contatando os estigmas em
todas as visitas, sendo caracterizadas como polinizadores efetivos. Por outro lado, as abelhas
Augochlorini sp. vibram uma ou algumas anteras e nem sempre tocam as superficies estigmaticas,
atuando ocasionalmente como polinizadores. As abelhas do género Trigona realizavam a coleta
ilegitima de pdlen, danificando as estruturas reprodutivas da flor, o que nos leva a categorizi-las

como pilhadoras.

DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que as estruturas glandulares presentes nos estames das flores
de M. radula apresentam secrecdo de cariter lipidico e composi¢do semelhante a verificada em
secrecOes de plantas conhecidas pela oferta de 6leos florais. Embora difiram histologicamente de
tricomas, essas glandulas estaminais podem ser consideradas funcionalmente semelhantes aos
elaidforos tricométicos caracterizados para flores de 6leo. Apesar de ser o pdlen o recurso
primariamente coletado, os 6leos podem também ser coletados passivamente durante a vibracdo
realizada pelos polinizadores efetivos, abelhas Centris, dada a frequéncia relativa de visitas destes
nas flores, contatando a superficie das glandulas, e sua caracterizacdo para coleta deste recurso em
outras flores de 6leo. Essa oferta de recursos para além de pdlen e néctar pode representar uma
importante estratégia reprodutiva das plantas ao promover um aumento na atratividade e/ou
reducgdes de conflitos ecoldgicos florais.

A variedade de composicdo das secrecdes e das estruturas especializadas na sintese e/ou
acimulo de 6leos florais € ampla nas plantas. Os tricomas que apresentam estas caracteristicas (i.e.
tricomas glandulares), por exemplo, apresentam ampla distribui¢do entre as angiospermas (Castro
& Machado 2006, Ascensdao 2007). Por serem glandulas externas a planta € provavel que a
evolucdo das secrecOes e suas fungdes nessas estruturas resultem de pressOes seletivas das
interacdes com outras espécies, principalmente herbivoros e polinizadores (Duke 1994). A secrecao
de Oleos florais ndo volateis, por exemplo, € caracteristica em plantas exploradas por abelhas
coletoras de 6leo, que utilizam esse recurso para satisfazer demandas alimentares e/ou de abrigo.
Ainda que morfologicamente diversas, as flores secretoras de 6leos partilham entre si a presenca de
areas especializadas para isto, os elaidforos epiteliais ou tricomaticos (Vogel 1974, Buchmann
1987, Possobom & Machado 2017). Em Melastomataceae, os registros sobre a producao de 6leos
florais estdo associados a elai6foros epiteliais, comuns em flores de outras familias que sdo
tipicamente conhecidas pela oferta deste recurso, como Malpighiaceae, Krameriaceae e alguns
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géneros de Orchidaceae (Vogel 1974, Buchmann & Buchamann 1981, Simpson & Neff 1981,
Buchmann 1987). Entretanto, as glandulas estaminais de M. radula sio morfologicamente
semelhantes a elai6foros do tipo tricomatico, embora difiram histologicamente dos tricomas pela
presenca de tecido fundamental (parénquima). Assim como em espécies das familias Iridaceae,
Curcubitaceae, Plantaginacaee e Solanaceae, a espécie estudada caracteriza-se pela secre¢do de 6leo
em areas recobertas com grande densidade de estruturas glandulares (Vogel 1974, Simpson & Neff
1981, Buchmann 1987, Machado et al. 2002).

Embora ndo tenham sido evidenciados diretamente nas glandulas secretoras, a grande
densidade de granulos de amido no parénquima subjacente a estas estruturas deve estar relacionada
com sua demanda energética e de manutencdo. Considerando a funcdo de reserva destes
polissacarideos em plantas, os granulos de amido podem atuar como fontes de carbono e energia,
suprindo o processo de secrecdo de lipideos nas glandulas estaminais (Zeeaman et al. 2010). Os
compostos fenolicos encontrados na secrecdo podem exercer funcdes protetivas, além de levar a um
aumento na atratividade floral. Dadas suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, a presenca
desses compostos nas glandulas confere uma defesa contra intempéries ndo bioldgicas (e.g. radiacao
UV) e/ou bioldgicas (e.g. microorganismos € herbivoros), mas também prové a possibilidade de
exploracio por abelhas que, por exemplo, buscam por recursos como estes para a prote¢do de seus
ninhos (Vinson 1996, 2006).

Dentre as muitas substancias identificadas para Melastomataceae, os compostos fenolicos e
terpenoides apresentam maiores destaques, embora hidrocarbonetos e acidos graxos (e.g. estearico,
miristico e palmitico) sejam também reportados em algumas espécies (Serna & Martinez 2015). A
preexisténcia de compostos como estes, pode configurar na familia a maquinaria bioquimica
necessaria para a produgdo de Oleos florais que comumente se constituem destas substincias.
Mesmo que a producdo original destas se dé€ em estratos diferentes da planta, principalmente nas
folhas, e ndo se manifeste para fungdes de recurso floral, essa ocorréncia ja € um passo para
evolucdo de estruturas glandulares que atuem nesse sentido, como evidenciado para Mouriri
(Buchmann & Buchmann 1981, Buchmann 1987) e agora em M. radula.

O O6leo é um recurso altamente energético, superando até mesmo o néctar em valores
caldricos, o que lhe confere um papel de substituto na alimentag¢do dos insetos que o coletam (Vogel
1974, Simpson & Neff 1981). Propriedades fisico-quimicas como o tamanho da cadeia, os graus de
insaturacdo, bem como o grupo funcional a que pertencem, servem de indicadores sobre a qualidade
dos compostos lipidicos como neste recurso (Solomons & Fryhle 1999). A qualidade do recurso
ofertado pelas flores tem efeitos diretos na sua atratividade e, consequentemente, em seu Sucesso
reprodutivo, uma vez que influencia a relacdo com potenciais polinizadores que buscam por estes

(Bardnio et al 2018). Embora ndo tenham exibido comportamento estereotipado para a coleta de
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6leo e, aparentemente o pdlen seja o recurso ativamente coletado, € plausivel que as abelhas Centris
sp, coletem esta secrecio de forma passiva, durante a vibracdo dos musculos das asas,
comportamento conhecido como “buzz-pollination” (Buchmann 1983).

Geralmente a eliminagdo da secrecdo em estruturas glandulares pode seguir por vias
espontaneas, através de microporos na cuticula ou por pressdes abidticas e bidticas que levam a
ruptura desta (Ascensdo et al. 1999). A analise de superficie nos possibilitou observar a presenca de
rupturas na cuticula da superficie da cabeca secretoras das glandulas estaminais de flores visitadas
de M. radula. E provavel que o mecanismo de polinizacio por vibracdo, caracteristico dos
polinizadores efetivos da espécie, promova uma fricgdo que leva ao rompimento desta camada e ao
extravasamento da secrec¢do lipidica, que € alocada no corpo das abelhas. Nesse sentido, estes 6leos
florais, também podem propiciar uma melhor aderéncia do pdélen ao corpo do polinizador durante a
visita. Essa funcionalidade pode resultar em uma importante estratégia para diminuir o dilema de
polen, por reduzir a quantidade deste recurso que pode ser perdida durante o transporte ou mesmo
na nuvem de pdlen formada durante a visita (Westerkamp 1996, Lunau et al. 2015). Em Mouriri
esse papel de aderéncia atribuido a secrecdo, por alguns também denominada de pollenkitt externo,
tem sido comumente adotado para atribuir usos ecologicos do 6leo como recurso (Buchmann 1987,
Oliveira 2016).

Além de importante fonte energética, os lipidios também s@o usados na construgdo, protecao
e/ou impermeabilizacdo de ninhos de algumas abelhas (Vogel 1974, Simpson & Neff 1981, Vinson
1996, 2006, Alves-Do-Santos 2007). Ainda que para Melastomataceae o uso ecoldgico do 6leo por
abelhas seja pouco claro, utilidades alimentares, quando em conjunto com pdlen, e construtivas tém
sido sugeridas (Buchmann 1987). Acidos miristicos, como aqueles encontrados na forma de éster
metilico no 6leo de M. radula, estdao relacionados a propriedades antimicrobianas. A presenca de
compostos como esse indica o importante papel desses Oleos na defesa de ninhos contra
microrganismos, especialmente de abelhas como Centris que nidificam em solos umidos (Frankie et
al. 1988). Além da atuagdo como impermeabilizantes, hidrocarbonetos de cadeias em nimeros
impares de carbonos, como heptadecano, (C7) e nonadecano (C9) e longas como heneicosano (C21)
e tricosano (C23), observados em grandes abundancias no 6leo da espécie estudada, sdo também
reportados para fungdes antiflingico-bacterianas e de feromodnios. Essas propriedades apontam a
utilidade do recurso como pistas de reconhecimento de individuos e até mesmo de célula cria, como
ja verificado em Centris (Cane & Brooks 1986, Vinson et al. 1997, Oliveira et al. 2015). Além
disso, alguns compostos lipidicos reportados para funcdes alimentares e de constru¢cdo de ninho em
outros taxons caracterizados para a oferta e exploracdo de Oleos florais foram similarmente
encontrados em M. radula. A presenca de 4acidos octadecandico, hexadecandico, cis-9-

octadecandico e tetradecandico como aqueles em Malpighiaceae e Mouriri (Melastomataceae),
16



acidos eicosanodico e os mesmos acidos anteriores em suas formas acetoxi em Krameriaceae,
Scrophularaceae e Primulaceae (Possobom & Machado 2017) reforcam a ideia de que em M.
radula, os 6leos florais também podem ser utilizados como recurso pelos polinizadores.

As cerdas modificadas nas pernas ou abdomen e adaptadas para a coleta de dleo sdo
comumente relacionadas com o tipo de elaidforo explorado (Buchmann 1987, Renner & Schaefer
2010, Possobom & Machado 2017). Nas Centridini essas adaptagdes estdo presentes nas quatro
pernas (anteriores € médias) num padrdo denominado four-legged e estdo geralmente associadas a
exploracdo de elai6foros epidérmicos (Vogel 1974). Em M. radula essa exploragao esta relacionada
a outro tipo de estrutura secretora, ja que suas glandulas estaminais apresentam aspecto tricomatico.
Embora tais adaptacdes morfoldgicas e um comportamento estereotipado envolvendo o uso de pares
de pernas na raspagem dos elai6foros para a coleta de 6leo seja recorrente na literatura, outras
modificagcdes estruturais e comportamentais podem ser observadas nesses ou em grupos diferentes
de abelhas. Em algumas espécies de Centris, por exemplo, somente as pernas anteriores apresentam
modificagdes e sdo usadas para a coleta de 6leo (Machado et al. 2002, Alves-Dos-Santos et al.
2007). Em algumas Tapinotaspidini, as cerdas estdo localizadas no abdomen e sdo associadas a
exploracdo de lipidios em tricomas extraflorais (7apinotaspoides), enquanto em outras € detectado
um comportamento de movimentos circulares para coleta desse recurso em elaidforos tricomaticos
(Lanthanomelissa) (Melo & Gaglianone 2005).

Em M. radula, o comportamento de raspagem diretamente na flor ndo é observado como
previsto em estudos de coleta de 6leo por Centris, mas essa agdo € verificada ap0s as visitas das
abelhas as flores. O Oleo possivelmente liberado por fric¢do ocasionada pela vibragdo corporal
dessas abelhas pode ser, juntamente com massas de pdlen, transferido e armazenado nas escopas
das pernas posteriores com auxilio das pernas anteriores, caracterizando o comportamento de
limpeza, comumente observado em abelhas coletoras de 6leo. O comportamento de raspagem para a
exploracdo de 6leo em Melastomataceae € retratado para as glandulas de Mouriri por abelhas
Meliponini (trigonas e meliponas) (Buchmann & Buchmann 1981). Além de abelhas Centris e
Augochlorini, trigonas também foram observadas como visitantes de M. radula. Embora possam
coletar 6leo, essas abelhas inviabilizam a polinizacdo, ja que ndo sdo vibradoras e ndo contatam o
estigma. Geralmente elas se detém em apenas uma estrutura floral, podendo danifica-las
completamente. Nesse sentido, a oferta de um recurso de forma acessivel na flor, dada a exposic¢ao
das glandulas nos estames, pode configurar outra estratégia da planta, reduzindo conflitos
ecologicos causados pela pilhagem realizada por essas abelhas (Renner 1983, Hargreaves et al.
2009). Apesar de haver relatos de exploracdo de glandulas de o6leo de outra espécie por
representantes de Halictidae (Megalopta amoena), abelhas Augochlorini ndo possuem esse

comportamento, entretanto suas visitas em flores de M. radula podem ocasionar polinizacdes nos
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casos em que contatam diretamente os estigmas destas ou viabilizam esse processo pelas nuvens de
polen formadas pelo seu comportamento de vibragdo (LCO, observacdo pessoal).

A familia Melastomataceae € tipicamente conhecida pelo seu sistema de polinizacdo
especializado, envolvendo a interacdo de flores de pdélen com abelhas vibradoras. Embora
98% das espécies desse grupo sejam polinizadas por vibra¢do, a grande diversidade floral
destas apontam um platd adaptativo a este sistema no qual a evolugdo de sistemas
alternativos de polinizagdo na familia pode ter sido canalizada (Dellinger er al. 2019). Alguns
estudos tém mostrado deslocamentos desse sistema envolvendo trocas de polinizadores
mediadas por mudancas na oferta de recursos (Dellinger et al. 2014; Brito et al. 2016, 2017).
A producdo de um recurso diferente ao comumente ofertado pode representar um papel importante
no aumento da diversidade de visitantes e potenciais polinizadores de M. radula.
Juntamente ao podlen essa oferta pode favorecer uma particio de nicho entre os diferentes
visitantes caracterizados, reduzindo a competicdo entre abelhas vibradoras e nao-vibradoras e,
consequentemente, conflitos ecologicos relacionados a oferta exclusiva de um tnico recurso
(i.e. polen) e a pilhagem. A variedade e quantidade de recursos ofertados pelas flores sdao
importantes fatores no estabelecimento e manutencdo de interagdes com seus visitantes
(Bar6nio et al. 2017, 2018). A oferta de 6leo em especial, pode representar uma estratégia
evolutiva que otimiza a polinizagdo de diferentes espécies que dispdem desse recurso para
atrair seus potenciais polinizadores (Vogel 1974, Buchmann 1987, Possobom & Machado
2017). Embora a oferta de oleos florais seja uma é4rea ainda pouco explorada para a familia
Melastomataceae, nossos resultados podem ajudar na elucidagdo de questdes como estas

relacionadas a evolucdo de diferentes estratégias reprodutivas em plantas especializadas
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TABELAS

Tabela 1 — Compostos majoritarios e em ordem de abundancia presentes em extrato da
solucdo obtida com a imersdo dos filetes de Macairea radula em diclorometano, onde: AR-
abundancia relativa (%), TR- tempo de retencdo, PM- peso molecular, FM- férmula molecular e FQ
— fun¢do quimica.

Composto AR TR PM FM FQ
Acido estedrico 12,36 36,24 284,48 CI8H3602  Acido graxo
Octadecano 11,16 40,82  254,5 C18H38 Alcano
Nonadecano 9,99 44,61 268,53 C19H40 Alcano
Heptadecano 9,94 36,67 240,48 CI17H36 Alcano
Eicosano 7,45 48,15 282,56 C20H42 Alcano
Hexadecano 6,15 32,25 226,45 Cl16H34 Alcano
Heneicosano 4,82 51,46 296,58 C21H45 Alcano
1-Hexadecanol 4,34 29,39 242,45 C16H340 Alcool
2-Metiloctadecano 3,82 41,97 268,53 C19H40 Alcano
Tetradecanoato de metila 3,8 35,59 242.403 C15H3002 Acido graxo
2-Tetradeciloxietanol 3,09 45,68 258,45 C16H3402 Alcool
Acido palmitico 2,83 31,88 256,43 C16H3202 Acido graxo
Docosano 2,66 54,59 310,61 C22H46 Alcano
1-Heptadecanol 2,58 34,23 256,47 CI17H360 Alcool
8-Heptilpentadecano 2,35 53,11 310,6 C22H46 Alcano
(E)-3-Octadeceno 2,06 29,53 252.486 C18H36 Alceno
Tricosano 1,97 58,43 324,64 C23H48 Alcano
Esqualeno 1,92 48,61 410,73 C30H50 Isoprenoide
n-Tetratetracontano 1,23 44,58 6192 C44H90 Alcano
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Tabela 2 — Relacdo de visitantes florais de Macairea radula e suas respectivas
caracterizacoes. R: recompensa coletada, MC: modo de coleta, C: comportamento, P: pdlen, O:

6leo, VF: vibradoras de flores, VA: vibradoras de anteras, NV: nao-vibradoras, V: vibracdo, R:

raspagem.
Visitantes R MC C Registros para coleta de 6leo
Apidae
Centridini Vogel 1974; 1988, Simpson et al. 1977, ,

Rabgélo 1985, Gottsberg 1986, Buchmann
1987,Simpson & Neff,1987, Sazima & Sazima
1989, Simpson 1989, Alburquerque &
. P/O VF \V/ Mendonga 1996, Machado et
Lepeletier 1841 al. 2002, Gaglianone 2003, Teixeira &
Machado 2000, Aguiar et al 2003, Bezerra et
al 2009, Gaglianone et al. 2011, Carneiro et al.

Centris (Centris) aenea

2015
Meliponini Vogel 1974, Buchmann & Buchmann 1981,
Buchmann 1987, Rego & Albuquerque 1989
Trigona sp P/O NV R
Halictidae
Augochlorini sem registros
Augochloropsis sp P VA v
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FIGURAS

Fig 1 — Flor de Macairea radula: (A) estames dimorfos, sendo quatro menores distribuidos em
ciclo antepétalo e quatro maiores em ciclo antessépalo com glandulas estaminais distribuidas na

porc¢do ventral dos filetes; (B) Detalhe das glandulas estaminais.
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Fig 2 — Microscopia eletronica de varredura realizada com estames de Macairea radula (A) e (B)
evidenciando uma grande densidade de glandulas estaminais na face ventral do filete, (C) superficie
intacta da cabeca secretora dessas glandulas em estigio de botdo e (D) cuticula rompida da cabeca
secretora dessas glandulas em flor visitada.




Fig 3 — Secdes anatdmicas de filete de Macairea radula coradas em Toluidina evidenciando a
estrutura de glandula estaminal. P: parénquima, FV: feixes vasculares, EP: estrato epidérmico, setas
pretas: projecao de tecido parenquimatico para o pedinculo da glandula e setas brancas: goticulas
de dleo.
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Fig 4 — Resultados positivos com testes histoquimicos em glandulas estaminais de Macairea
radula. Setas indicando compostos corados: A:Vermelho de Suddo IV corando de vermelho
secrecOes lipidicas, B: secrecdo lipidica corada por Sudan IV recobrindo superficie da glandula, C:
Negro de Sudao B corando de preto secre¢des lipidicas, D: Tricloreto Férrico corando de marrom
compostos fendlicos em goticulas de dleo, E: Lugol corando de roxo os granulos de amido
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Fig 6 — Perfil cromatogréfico de extratos das glandulas estaminais de Macairea radula com tempos de retencdo (RT) dos compostos mais abundantes
evidenciando em 1-3 os 4cidos graxos e suas estruturas.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

VIDEO- Registro de visita de abelha Centris sp em flores de Macairea radula. Durante a
visita, as abelhas agarram-se as estruturas reprodutivas da flor e realizam a vibracdo da
musculatura toricica, que dura alguns segundos. Durante este comportamento a fric¢do das
glandulas de 6leo deve ocorrer levando a coleta passiva deste recurso.

Link
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ABSTRACT

The pollen dilemma faced by pollen rewarding flowers establish scenarios in
which several reproductive strategies are favored. In the specific case of Macairea
radula, the solution of such dilemma is believed to affect the mechanical-fit between
flowers and pollinators as well as sexual performance traits. This study was aimed to
quantify and describe these traits to detect the current phenotypic seletion mediated by
bee pollinators. The allometric relationship between size and shape found for M. radula
stamens and styles seem to contribute to the joint selection of these traits and to
deviations of the the classic morphological patterns of heterantry and heterostily
previously proposed for these plants. Variation in reproductive efforts between female
and male components are also checked and lead to distinct functional genders
expression in individuals, even though they are described as hermaphrodics. The studied
populations showed quadratic and correlational selection gradients by male component
of reproductive success, which suggests specific patterns of sexual selection mediated
by their pollinators through which evolutionary routes of functional dioecy, stylar

dimorphism and heterantry are possibly favoured.

Key words: allometry, buzz pollination, floral integration, heterostily, pollen flowers.

phenotypic selection
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RESUMO

O dilema de pdlen em flores que oferecem apenas pdlen como recurso aos
polinizadores gera cendrios que favorecem diferentes estratégias reprodutivas. No caso
especifico de Macairea radula, a solu¢do para este dilema de manifesta através de
diferentes atributos florais de ajuste morfologico ao polinizador e da performance
sexual de suas flores. O objetivo deste estudo foi quantificar e descrever estes atributos
e relaciona-los com o fitness relativo individual para detectar a sele¢do fenotipica sobre
estes. As relacdes alométricas entre tamanho e forma encontradas para os estames e
estiletes das flores de M. radula parecem contribuir para a selecao conjunta desses
atributos e configurar desvios de padrdoes morfologicos clissicos propostos para a
heteranteria e a heterostilia descritos previamente para essas plantas. Variacdo nos
esforcos reprodutivos entre as fungdes feminina e masculina também sdo verificadas e
levam a expressdo de distintos géneros funcionais nos individuos, mesmo que estes
sejam morfologicamente descritos como hermafroditas. As populacdes deste estudo
apresentaram gradientes de selecdo quadratica e correlacional através do componente
masculino de sucesso reprodutivo, indicando padrdes de selecdo sexual-especifica
mediada por polinizadores, pelos quais rotas evolutivas de dioicia funcional,

dimorfismo estilar e heteranteria sdo possivelmente favorecidas.

Palavras-chave: alometria, flores de pélen, heterostilia, integracdo floral, poliniza¢ao

por vibragdo, selecdo fenotipica

Abreviagdes: ep, estame antepétalo; es, estame antessépalo
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1. INTRODUCAO

Desde Darwin, a diversificacio das angiospermas tem sido comumente
associada a interagdo de suas flores com os polinizadores e sua consequente adaptagcao
(van der Niet & Johnson, 2012). A grande variedade de sistemas florais e sexuais é um
reflexo dessa adaptacdo. Nas plantas hermafroditas, estes sistemas envolvem variagdes
morfoldgicas nos 6rgios reprodutivos em razdo do acoplamento flor-polinizador, como
€ o caso da heterostilia e da heteranteria (Barrett, 2002, 2013; Cardoso et al., 2018). Da
mesma forma, variacdes no esfor¢co reprodutivo das fungdes feminina e masculina
podem configurar diferentes géneros funcionais nestas plantas em um contexto
populacional e dependente dos polinizadores (Lloyd, 1980; Bawa & Beach, 1981;
Campbell, 1989; Pannell & Verdd, 2006). Assim, tanto a morfologia floral quanto o
género podem estar sob forte pressao de selecdo por estarem intimamente relacionados
ao sucesso reprodutivo da planta, sendo que os polinizadores sdo o0s principais
mediadores desse processo (Fenster et al., 2004; van der Niet & Johnson, 2012; Barrett,

2013).

A sexualidade de uma planta é comumente descrita pela ocorréncia e
distribuicdo dos 6rgdos florais reprodutivos (i.e. estames e pistilos) no tempo e no
espaco e individuos ou flores consideradas hermafroditas ou bissexuais,
respectivamente, expressam ambas as funcdes (Cardoso et al., 2018). Entretanto, a
producdo de pdlen e 6vulos nestas plantas, considerando seu contexto dentro de uma
populacdo, ndo significa necessariamente uma contribui¢io potencial igual de gametas
masculinos e femininos para a proxima geracdo. Se os gametdfitos sdo tomados como
unidades discretas, a planta pode entdo apresentar, funcionalmente, géneros dados em
propor¢oes relativas de masculinidade e feminilidade, que diferem do seu sexo
morfologico “aparente” (Lloyd, 1980; Bawa & Beach, 1981; Lloyd & Bawa, 1984;
Barrett, 2002; Harder et al, 2016). Enquanto a expressdo do género pode ser
caracterizada como um atributo de performance sexual, envolvendo a contribuicdo dos
gametas no processo reprodutivo, os atributos de ajuste mecanico-morfolégico como
forma, tamanho e posicao das estruturas reprodutivas estao envolvidos com as etapas de
transferéncia e encontro desses gamet6fitos em si (Armbruster, 2014; Armbruster et al.,

2014a).
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A variacdo destes atributos pode ser quantificada no contexto populacional e isso
permite a caracterizacdo de diferentes estratégias e adaptacdes reprodutivas nas plantas
(Klingenberg, 2009, 2016; Chartier et al., 2017; Dellinguer et al., 2019). Por exemplo, a
ocorréncia de mais de um tipo de estame em uma mesma flor, devido principalmente a
diferencas na forma e tamanho, caracteriza a heteranteria. Este sistema favorece a
reproducdo da planta frente ao custo do consumo de podlen pelas abelhas em flores de
polen (Vallejo-Marin et al., 2009, 2010; Velloso et al., 2018). Assim, acredita-se que
essa diferenca morfoldgica dos estames seja uma solucdo para o conflito evolutivo
gerado pela dupla funcionalidade dos graos de pdlen nessas flores (i.e. alimentacdo das
abelhas e reprodu¢do da planta) conhecido como “dilema de pélen” (Luo et al., 2008;
Vallejo-Marin et al., 2009, 2010; Lunau et al., 2015). Por outro lado, na heterostilia, as
variacOes morfoldgicas se estendem também para o nivel da altura dos estiletes, o que
garante a reciprocidade destas estruturas e leva a transferéncia acurada de pdlen entre os
diferentes morfos, favorecendo a reproducdo cruzada pela deposi¢dao e remocao deste
recurso em partes especificas do corpo do polinizador (Barrett et al., 2000;; Armbruster

et al., 2004; Cardoso et al., 2018).

Se as mudancas nos atributos de ajuste morfologico em plantas com diferentes
géneros funcionais alteram a eficicia da doac@o e recep¢do de pdlen durante a interagdo
com seus polinizadores, diferentes gradientes de selecdo nos componentes feminino e
masculino do sucesso reprodutivo podem ocorrer, caracterizando uma selecdo sexual
(Campbell, 1989). Assim como nas variacdes de selecdo de atributos atrativos, este
cenario pode ser elucidado por diferentes hipdteses, como as de “equilibrio de género”,
“funcdo masculina” e “contexto-dependente” (Asman & Morgan, 2003). De acordo com
a primeira, a sele¢do de atributos florais tende a ser equivalente entre 0s componentes
de sucesso reprodutivo feminino e masculino. Porém, na segunda hipdtese, a selecao
mediada por polinizadores € mais intensa no componente masculino do que no
feminino, uma vez que o sucesso reprodutivo masculino € limitado pela efetividade dos
eventos de polinizacdo, enquanto que o feminino € limitado pelos recursos fisicos (Burd
& Callahan, 2000). Nesse caso, a deteccao de gradientes de sele¢do de atributos florais é
mais dificil uma vez que existem limitagdes metodoldgicas para se quantificar o sucesso

masculino em plantas (Moore & Pannell 2011). Por fim, a hip6tese contexto-dependente

prediz que o sucesso reprodutivo feminino e masculino depende do polinizador e isto
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pode gerar padrdes seletivos tanto iguais quanto diferentes entre os componentes da

aptidao (Wilson et al., 1994; Ashman & Diefenderfer, 2001).

A evolugcdo dos atributos de performance sexual e ajuste morfolégico
comumente levam a solucdo de conflitos evolutivos e a otimizacdo do sucesso
reprodutivo das plantas no contexto da interacdo das flores com potenciais polinizadores
(Cardoso et al., 2018). Assim, diferentes padroes de selecdo destes atributos podem
canalizar rotas evolutivas para os sistemas florais que diferem dos modelos classicos
propostos. A perda recorrente de padroes morfologicos, levando a conhecida
instabilidade evolutiva tanto da heterostilia € quanto da heteranteria, tem mostrado isso
(Barrett & Hodgins, 2006; Hodgins & Barrett, 2008, Ferrero et al., 2009, 2011; Vallejo-
Marin et al., 2015; Melo et al., dados ndo publicados). No contexto da dindmica de
polinizacdo destas plantas, o polinizador promove destinos diferentes do pdlen
removido entre os distintos estames e de sua recep¢do nos estiletes de tamanhos
diferentes, exercendo assim diferentes pressdes seletivas sobre esses atributos,. Esse
contexto pode favorecer a alocacdo do esfor¢o reprodutivo em uma funcio sexual em
detrimento da outra entre os individuos, levando a especializacdo funcional de género e
a uma quebra de padrdo também no sistema sexual destas plantas (i.e. hermafroditismo)
(Lloyd, 1979; Bawa & Beach, 1981; Casper, 1992; Barrett, 2002; Rosas & Dominguez,
2008; Barrett, 2013).

Na familia Melastomataceae, a heterostilia e especializacdo funcional de género
sdo contextos ainda pouco explorados, mas a heteranteria é comumente verificada
(Renner, 1989; Vallejo-Marin et al., 2010; Melo et al., dados ndo publicados).
Juntamente a presenca de anteras poricidas € a predominancia na oferta de polen como
unico recurso, estes atributos apontam a necessidade da interacdo de seus representantes
com um grupo especifico de polinizadores capazes de realizar polinizacdo vibratil
(Buchmann, 1983; De Luca & Vallejo-Marin, 2013; Cardinal et al., 2018). Assim, esse
sistema especializado de polinizacdo na familia indica que os polinizadores atuam como
importantes agentes seletivos dos atributos florais (Fenster et al., 2004; van der Niet &
Johnson, 2012). A espécie deste estudo, Macairea radula (Bonpl.) DC.
(Meslastomataceae), apresenta heteranteria e foi previamente caracterizada como
heterostilica, mas com certo relaxamento dos padrdes classicos esperados (Oliveira et

al., dados ndo publicados). Ainda, a variacdo fenotipica observada nesta espécie atrelada

ao ajuste morfologico com polinizadores pode resultar em uma especializa¢io funcional
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de género dos individuos, caracterizando possiveis mudangas em seu sistema sexual
aparente, o hermafroditismo. Assim, acreditamos que esse cenario morfoldgico-sexual
seja dado em resposta as diferentes pressoes seletivas mediadas pelos polinizadores e
que possivelmente isso configure diferentes padrdes de selecdo através dos
componentes feminino e masculino, suportando a hipdtese contexto dependente. Nesta
perspectiva, o objetivo do estudo foi 1) quantificar os padrées morfologicos das
estruturas reprodutivas nos individuos em duas populagdes desta espécie; 2) quantificar
e descrever o género funcional destes individuos no contexto populacional e; 3) avaliar,
através dos componentes feminino e masculino de sucesso reprodutivo, a sele¢do
fenotipica mediada pelas abelhas polinizadoras tanto no género funcional quanto na

forma e tamanho das estruturas reprodutivas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Sistema de estudo

Macairea radula é uma planta arbustiva com flores organizadas em tirsos
multifloros e caracterizadas pela oferta de pdlen como principal recurso. A ocorréncia
de oito estames alternadamente dimorfos distribuidos entre os ciclos antepétalo
(estames menores) e antessépalo (estames geralmente maiores), € anteras com
deiscéncia poricida, caracterizam a heteranteria e o sistema da polinizacao por vibragao
(de Oliveira e Silvia & Romero, 2008; Bacci et al., 2016). O estilete apresenta aspecto
ereto, curvado ou sigmoide e, dada a variagdo no comprimento deste, juntamente aos
estames, trés tipos florais podem ser encontrados: S (estilete curto) - individuos cujo
comprimento do estilete € menor que os dois conjuntos de estames, L (estilete longo)
individuos com comprimento do estilete maior que os dois conjuntos de estames e M
(estilete médio) individuos de comprimento do estilete intermediério aos dois conjuntos
de estames. Os tipos florais ndo apresentam diferengas no sucesso reprodutivo, o que,
em adicdo as caracteristicas morfologicas desses Orgdos, permitiria tipificar uma
heterostilia para a espécie. Porém, desvios nos padrdes esperados para este sistema
floral sdo verificados, como a anisopletia, a auto-compatibilidade e a baixa
reciprocidade, dada principalmente pela sobreposi¢cao no comprimento dos estiletes das
flores de individuos M e L (Oliveira et al., dados ndo publicados). Funcionalmente, os

estames sdo divididos em dois tipos: I- pequenos e voltados para alimentacdo das
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abelhas (ciclo antepétalo e as vezes antessépalo) e II- grandes e voltados para a
polinizacdo (ciclo antessépalo). Essas duas categorias ocorrem nos tipos florais S e M,
mas individuos L apresentam apenas estames de alimentagdo, com estames do ciclo
antessépalo apresentando distribui¢do de comprimento similar a dos estames do ciclo

antepétalo (Oliveira et al., dados ndo publicados).

Nas populagdes do estudo, a espécie € visitada principalmente por abelhas
vibradoras dos géneros Augochloropsis sp. e Centris sp., mas somente estas tltimas sdo
caracterizadas como polinizadores efetivos dado o ajuste morfolégico entre seu corpo e
os 6rgdos reprodutivos das flores. Quando visitam as flores, as abelhas abracam todas as
estruturas reprodutivas, que por sua vez tocam em diferentes areas de seu corpo. Estes
polinizadores apresentam comportamento caracteristico de limpeza na regido ventral do
abdomen, o que potencialmente gera uma particdo assimétrica dos graos de pdlen em
seu corpo (Koch et al., 2017). A ocorréncia dos dois tipos de estames nos individuos S e
M, permite que atuem principalmente como doadores de polen, uma vez que as abelhas
acessam somente metade do recurso para alimentacdo (i.e. advindo do ciclo antepétalo),
enquanto o restante do pdlen (i.e. advindo do ciclo antessépalo) pode ser destinado a
reproducdo das flores por cairem em éareas seguras do corpo das abelhas, onde os
estiletes de outro tipo floral tocam. Os individuos L atuam melhor na recepcio deste
polen, ja que sdo seus estiletes que tocam nestas areas seguras, mas todo seu grio de
polen (i.e. advindo dos ciclos antepétalo e antessépalo) € alocado no ventre das abelhas
e pode ser utilizado como recurso. Embora exista uma competi¢do com as abelhas, parte
desse polen pode ser destinada também a funcdo reprodutiva através da polinizagdo
residual dos estiletes S que possivelmente tocam regides do corpo destes animais onde
ainda restam grdos de polen. Assim, uma especializacdo funcional entre as funcdes
feminina e masculina parece ocorrer nos individuos L e S e M respectivamente

(Oliveira et al., dados ndo publicados).

2.2. Area de estudo e amostragem

As coletas foram feitas em duas populacdes entre agosto e novembro de 2017 e
2018 em éareas de Cerrado sensu stricto com trechos vereda: 1- Fazenda Aguas de Santo

Antonio (20°25'48.7"S 46°40'00.2"W - Delfin6polis, Minas Gerais) e 2- Fazenda
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Ourinhos (19°02°49.19°’S 48°21°00.48°°0O - Uberlandia, Minas Gerais). Em cada

populacdo foram selecionados 39 e 37 individuos respectivamente (n=74).

2.3. Analises descritivas - atributos de ajuste mecanico e performance sexual

2.3.1. Morfologia dos elementos reprodutivos

Realizamos medidas de tamanho e forma a partir de fotografias digitais das
estruturas reprodutivas sobre uma placa de vidro com papel milimetrado. Para cada
individuo, foram utilizadas trés flores, cujos estames e estilete foram organizados na
placa seguindo a mesma ordem (estame antessépalo, estame antepétalo e estilete) e
orientagdo. As estruturas de cada flor foram dispostas em trés fileiras da placa e uma
imagem por individuo foi tomada. A lente da camera foi posicionada paralelamente a
placa e a distincia focal foi padronizada em 50 milimetros para evitar distor¢cdes na
forma devido as caracteristicas da lente. As imagens foram organizadas no programa
tpsUtil e os dados morfométricos foram tomados pela digitalizacdo de coordenadas
cartesianas (marcos € semi marcos anatdmicos) no programa tpsDig. Os marcos foram
selecionados quanto a homologia dos pontos de coordenadas, representando
adequadamente a morfologia comumente encontrada em diferentes individuos. NoOs
definimos 12 marcos anatdmicos divididos entre cada estrutura reprodutiva. Os marcos
1-8 referem-se ao poro da antera, insercao da antera ao conectivo, inser¢ao do conectivo
ao filete e insercdo do filete dos estames antessépalo e antepétalo no hipanto. Os marcos
9 e 10 referem-se a superficie estigmatica e inser¢do do estilete no apice do ovario. Os
semi marcos foram digitalizados em pontos igualmente espacados entre cada marco dos
estames (totalizando 9) e do estilete (totalizando 8) (Fig. S.1). As varidveis de forma
foram geradas no programa R (pacote geomorf) através de uma Analise Generalizada de
Procrustes (GPA) que fez a sobreposi¢do dos marcos através dos movimentos de
translacdo e rotagdo, removendo efeitos de posi¢do e orientacdo através do método de
quadrados minimos (Adams et al., 2004). A partir dessa andlise, a forma de cada
estrutura pode ser representada por um ponto no espago de forma nao-Euclidiano gerado
pela GPA. Valores de deformagdes relativas (RW) foram obtidos através da
interpolacdo das coordenadas das estruturas e usados como medidas de variacdo na

forma de cada estrutura em cada individuo. O tamanho do centroide foi usado como
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uma medida adimensional do tamanho dessas estruturas. (Bookstein, 1991;

Klingenberg, 2004, 2016).
/Z d?. X; . G

onde, dxiG € a distancia do marco anatdomico i ao centroide dos pontos.

As medidas de heteranteria foram tomadas pela diferenca de tamanho do
centroide dos estames antessépalos e antepétalos. A distribuicao de todas essas métricas
foram analisadas graficamente. Valores de forma (RW), heteranteria e do tamanho do
centroide dos estiletes foram comparados entre cada populacdo através de teste t de
Student para verificar diferencas na distribuicdo destas medidas entre as populacdes, e
também correlacionados para verificar a presenca de alometria através do coeficiente de

Pearson.

2.3.2. Esforg¢o reprodutivo e género funcional

Para cada individuo, n6s também coletamos trés botdes e trés flores de segundo
dia, caracterizadas pela mudanca de coloragdo das estruturas reprodutivas em fun¢do da
senescéncia floral. Flores de segundo dia ndo sdo visitadas, como acontece em outras
espécies de Melastomataceae que possuem mudanca de cor floral (Pereira et al., 2011;
Brito et al., 2015). Em cada estagio, estimamos a quantidade e viabilidade de graos de
polen de todos os estames dos ciclos antepétalo e antessépalo (n= 48
estames/indiviiduo, 24 estames/estagio). A contagem foi feita em camara de Neubauer
utilizando-se 10puL do total de uma solucdo com 200 pL de carmim acético, onde os
graos de polen de cada antera foram homogeneizados. A viabilidade polinica foi tomada
a partir da coloracdo do citoplasma do pélen na solucao em 1,2% (Radford et al., 1974).
Os mesmos estagios foram usados para quantificagdo do numero total de 6vulos nos
ovarios. N6s usamos o numero de grdos de podlen vidveis (esfor¢co reprodutivo
masculino) e 6vulos (esfor¢o reprodutivo feminino) para descrever o género funcional
de cada individuo. As medidas de género foram estimadas através do método

quantitativo de feminilidade de Lloyd (1980).
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onde, d; corresponde ao nimero de 6vulos e 1; a0 nimero de graos do pdlen.

Essa medida usa uma escala padronizada variando de 0 a 1, com a média de
todos os individuos ponderada pela sua aptidao total sempre igual 0.5 (Lloyd, 1980).
Assim, valores de G proximos de 1 representam maior feminilidade, valores préximos
de O representam maior masculinidade, enquanto 0,5 representa o hermafroditismo
perfeito. Para estas medidas também fizemos andlises graficas de distribuicdo,
comparacoes entre cada populacdo através de teste t de Student para verificar diferencas
na distribuicdo destas entre as populacdes e correlagdes de Pearson com parametros

morfologicos.

2.4.Sucesso reprodutivo feminino e masculino e selecdo fenotipica

Para detectar a intensidade e o padrdao de selecdo fenotipica atuando sobre os
atributos florais através dos componentes de sucesso reprodutivo, nds estimamos 0s
gradientes de selecdo direcional, quadratica e correlacional através do modelo de Lande

& Arnold (1983), conforme abaixo:

n 1 n n n
w = C(+Zﬁi.zl’+ EZYii.Ziz—i_zz)/ijzizj
i=1 i=1

i=1 i<j

onde, w representa o sucesso reprodutivo relativo, z o valor padronizado de cada

atributo (i e j) e B; referem-se ao gradiente de selecdo direcional, Y; ao gradiente de

selecdo quadratica e y; ao gradiente de sele¢do correlacional. Embora ndo difiram na

distribuicao das medidas (ver abaixo), para controlar o efeito de eventuais diferencas

entre populagdes, estas foram tomadas como um fator aleatério a este modelo linear.

Cada componente do sucesso reprodutivo foi usado para estimar w dado pela
razdo entre o sucesso absoluto (W) e a média populacional (W). Para cada individuo
coletamos trés frutos maduros, ndo abertos, para a quantificacio do nimero total de
sementes. Esta varidvel foi tomada como estimativa do sucesso reprodutivo do

componente feminino a partir o qual o sucesso relativo feminino (wy) foi calculado.
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Uma vez que em flores com anteras poricidas existe uma relacdo negativa entre o
nimero de graos de polen liberados e a limitacdo polinica (Larson & Barrett, 1999),
utilizamos a diferenca entre o nimero de graos de pdélen vidveis nos botdes florais e
aqueles presentes em flores de segundo dia de cada ciclo de estame como estimativa da
liberacdo de pdélen para medida do sucesso reprodutivo masculino. O sucesso relativo
masculino foi dividido entre os estames antepétalos (wep) € antessépalos (wes) uma vez
que nas flores Melastomataceae estes estdo sob pressoes de selecdo diferentes: a pressdao

de alimentagdo das abelhas e de reproducao das plantas.

O género funcional das flores, a heteranteria e o tamanho dos estiletes foram os
atributos escolhidos para as estimativas dos gradientes de selecdo fenotipica.
Desconsideramos o atributo forma em razdo da relacdo alométrica previamente
verificada em relacdo as medidas de tamanho (ver abaixo). As varidveis foram
padronizadas para exibirem média zero e variancia igual a um. Como as populagdes de
M. radula estudadas nao diferem em relacdo a distribuicdo de medidas morfoldgicas das
estruturas reprodutivas e género funcional das flores, os resultados a seguir foram
considerados a partir da jun¢do de todos os individuos de ambos locais (Tabela. S. 1).
As analises de regressoes multiplas foram geradas no programa R, onde os valores das

estimativas descrevem os gradientes de selecdo e os valores de p sua significancia.

3. RESULTADOS

3.1.Morfologia e género

Os individuos apresentam dois niveis de distribui¢do com variacdo continua no
tamanho dos estiletes (i.e: curtos e médios/longos). Nos estames antessépalos esse
padrao também ¢ verificado (i.e: pequenos e grandes), mas nos estames antepétalos
existe apenas um nivel de distribuicdo (i.e: pequenos) (Fig. S. 2). A rela¢do da
heteranteria com o tamanho dos estiletes exibiu trés niveis: 1. heteranteria baixa nos
individuos de estiletes longos, 2. heteranteria intermediéria naqueles de estiletes curtos e
3. heteranteria alta nos de estiletes médios (Fig. S. 3). Os valores maximos e minimos
dos componentes de deformacdo parcial (RW1 e RW2) descreveram dois padrdes de
forma para cada estrutura reprodutiva. Nos estiletes, os valores de RW1 descrevem a

curvatura da regido de insercio dessas estruturas no ovério, enquanto maiores valores de

RW?2 estdo relacionados com formas mais lineares e valores menores com formas mais
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sigmoides dessa estrutura. Nos estames, valores de RW1 e RW2 descrevem a curvatura
das anteras e filetes respectivamente (Fig. S. 4). Houve correlacido entre a forma e o

tamanho de todas estruturas reprodutivas (Tabela S.2, Fig. S. 5).

Exite certo grau de especializacdo entre as fungdes femininas e masculinas nas
populacdes. Os individuos variam entre mais masculinos (G<0.5), hermafroditas
(G=0.5) e mais femininos (G>0.5) (Fig. S. 6). Nenhuma correla¢do foi verificada entre

as variacodes de género e atributos morfologicos dos estiletes e estames (Tabela S. 2).

3.2.Sucesso reprodutivo e selecdo fenotipica

Verificamos diferentes gradientes de selecdo quadrética e correlacional atuando
sobre os atributos florais através do componente masculino de sucesso reprodutivo, mas
ndo do componente feminino (Tabela A. 1). Género e heteranteria apresentaram valores
significativos de selecdo correlacional através do sucesso masculino relativo estimado
para os estames antepétalos (Y;= 0.12868, p<0.05). Individuos mais masculinos e com
heteranteria baixa e mais masculinos e com heteranteria alta possuem combinacdes de
atributos que favorecem a maior liberacdo de poélen nestes estames (Fig. A. 1). No
sucesso estimado pelos estames antessépalos, tanto o género quanto o tamanho do
estilete exibiram sele¢do. Para o atributo gé€nero, os gradientes de sele¢do direcional
negativo e quadratico (B;= -0.608131, p< 0.001, v;= 0.319529, p<0.01), indicam que
individuos mais masculinos e hermafroditas sdo favorecidos pela maior liberacdo de
polen neste ciclo de estames (Fig. A. 2). O gradiente de selecdo quadrética positiva
marginal indica sele¢do disruptiva no tamanho do estilete (Y= 0.314292, p=0.058).
Individuos com estiletes curtos e longos também sdo favorecidos pela maior liberacdo

de pdlen nos estames antessépalos (Fig. A. 2).

4. DISCUSSAO

Os individuos de Macairea radula apresentam atributos varidveis de ajuste
morfolégico com o polinizador e performance sexual. A associacdo de variacOes de
tamanhos e formas encontrada em seus estiletes e estames indicam uma relacdo

alométrica que pode contribuir para a selecdo conjunta desses atributos, configurando
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desvios de padrdes morfolégicos propostos para os sistemas florais classicos
reconhecidos previamente para estas plantas: a heteranteria e a heterostilia (Fracasso,
2008, Oliveira et al., dados ndo publicado). Da mesma forma, diferengas verificadas na
alocacdo de esforcos reprodutivos entre fungdes feminina e masculina de suas flores
levam a expressdo de distintos géneros funcionais nos individuos, mesmo que estes
sejam morfologicamente descritos como hermafroditas de flores bissexuais. Neste
estudo, verificamos diferentes gradientes de selecdo quadratica e correlacional através
do componente masculino de sucesso reprodutivo, apontando padrdes de selecdo
sexual-especifica, mediada por seus polinizadores, pelos quais caminhos de uma dioicia

funcional e dimorfismos estilar e de heteranteria nas populagdes sdo apontados.

A alometria caracteriza associacdes entre atributos ndo s6 morfolégicos, mas
também funcionais, fisiologicos e ecoldgicos (Brookstein, 1991; Niklas, 2004;
Klingenberg & Marugann-Lob6n, 2013; Klingenberg, 2016). Em nossos resultados, a
correlacdo encontrada entre forma e tamanho dos 6rgdos reprodutivos de M. radula
indica a alometria morfologica destes atributos. Além disso, o desenvolvimento da
forma e do tamanho de estiletes e estames também estdo correlacionados entre eles.
Assim, apesar da variacdo continua desses atributos no nivel populacional (Oliveira et
al.,, dados ndo publicados), somente certos tipos florais finais sdo possiveis, o que
facilita seu reconhecimento em campo e o que levou a sua prévia classificacio como
uma espécie heterostilica (Fracasso 2008). Por outro lado, a presenca de diferentes
géneros funcionais (i.e. hermafroditas, femininos e masculinos), reflete esforcos
reprodutivos diferentes para as funcdes feminina e masculina em diferentes individuos
(Lloyd, 1980; Bawa & Beach, 1981). Assim, como o esfor¢o reprodutivo feminino e
masculino podem ser associados ao tamanho das plantas, € possivel que as relacdes
alométricas também se estendem aos atributos de performance sexual, porém em uma
escala funcional (Lloyd & Bawa, 1984; de Jong & Klinkhamer, 1989; Paquin &
Aarssen, 2004). Nas flores de M. radula essas relagdes podem refletir funcdes comuns
para estes atributos como a solu¢do do dilema de pdlen, a promog¢do de um ajuste
morfoldgico e uma transferéncia acurada de poélen para reproducdo (Armbruster, 2014).
Logo, isso pode contribuir consideravelmente tanto para uma integracao morfologica e
funcional dos atributos de ajuste morfologico e performance sexual como para a quebra
dos padrdes classicos esperados para a heteranteria, a heterostilia e o hermafroditismo

descritos para a espécie.

46



Nos sistemas especializados de polinizagdo, uma intensa integracdo floral €
esperada, e isto pode condicionar a sele¢do de atributos florais em conjunto (Armbruster
et al., 2004; Fenster et al., 2004; Ordano et al., 2008; Rosas-Guerrero et al., 2010).
Assim, a interacdo das flores de M. radula com as abelhas que vibram gera pressoes
seletivas nos estames e estiletes que configuram cendrios de covariagdes e de selecdo
simultanea de seus atributos através do componente masculino de sucesso reprodutivo.
A sele¢do correlacional de atributos de género e heteranteria pode ser um reflexo direto
disto. Através do sucesso relativo masculino, esta sele¢ao revela dois picos adaptativos
nos quais individuos mais masculinos € com baixa heteranteria e individuos mais
masculinos e com niveis altos de heteranteria liberam mais pdlen nos estames
antepétalos. Possivelmente, essas combinacgdes de atributos sdo favorecidas em razao do
papel apresentado por estes estames na dindmica de polinizacio dessas flores, ou seja, a
oferta de pdlen como recurso alimentar as abelhas (Oliveira et al., dados ndo
publicados; Vellozo et al., 2018). Logo, individuos que produzem mais pdlen, devendo
suprir essa demanda funcional, sdo favorecidos. Embora a sele¢do desse atributo
somente tenha sido apontada pelos estames antepétalos, os niveis de heteranteria de M.
radula estdo relacionados com mudangas de tamanho principalmente nos estames
antessépalos. A baixa heteranteria corresponde a tamanhos reduzidos destes estames e
isto favorece o acesso de seu pdlen pelas abelhas e seu uso como recurso alimentar. Nos
niveis mais altos, esses estames exibem tamanhos que beneficiam a funcao reprodutiva
do polen, dado o ajuste morfoldgico ao corpo do polinizador (Oliveira et al., dados nédo
publicado). Este cenério explica porque a selecdo de gé€nero, também através destes
estames, favorece individuos mais masculinos e hermafroditas. Sdo estes os que
produzem mais pdlen, permitindo que atendam tanto as fun¢des alimentares como as
reprodutivas atribuidas ao pdlen de seus estames antessépalos (Oliveira et al., dados ndo

publicado).

A heteranteria € principalmente visualizada por diferencas de tamanho dos
estames, mas outros aspectos envolvidos neste sistema floral representam estratégias
que garantem seu funcionamento através da divisao de trabalho como as formas, cores e
odores diferentes, viabilidade e/ou quantidade diferente de pdlen entre os estames (Luo
et al., 2009; Vallejo-Marin et al., 2009 ; Wolowski & Freitas, 2010; Vellozo et al., 2018,
Solis-Monteiro et al., 2018). Neste estudo vimos que a redu¢cdo ou aumento no tamanho

dos estames esta relacionada a maiores ou menores curvaturas de suas anteras e filetes.
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Assim é possivel que a heteranteria de M. radula, que se caracteriza ndo apenas pela
diferenciacdo no tamanho, mas também na forma dos estames, permita uma dinamica de
liberacdo diferencial dos graos de pdlen entre as diferentes formas de estames, de modo
a garantir a efetividade das fungdes atribuidas a este recurso (Passarelli & Cocucci,
2006). Mecanismos alternativos de controle da liberacdo dos grdos de pdlen, como o
tamanho e forma das anteras aqui encontrados, sdo esperados uma vez que a deiscéncia
poricida das anteras, por si sO, pode ndo garantir o controle da perda excessiva deste
recurso na interacdo de flores da espécie com abelhas que vibram, dada a eficiéncia
destas na coleta (Buchmann, 1983, De Luca & Vallejo-Marin, 2013). Assim,
acreditamos que maiores curvaturas nas anteras dos estames antepétalos e antessépalos
em individuos com heteranteria baixa e menores curvaturas nas anteras dos estames
antessépalos em individuos com heteranteria alta configurem uma estratégia adaptativa
para controlar a remog¢do de polen. Esse mecanismo pode garantir um ajuste entre tempo
e a frequéncia de visitas necessdrias das abelhas para viabilizar oportunidades

reprodutivas iguais destes individuos.

A selecdo de géneros funcionais mais masculinos e hermafroditas através de
ambos os ciclos de estames parece apontar possiveis rotas evolutivas no sistema sexual
das populacdes de estudo. NOs presumimos que, se a especializacdo de individuos em
géneros funcionais masculinos canaliza a especializacio de géneros funcionais feminino
em individuos ainda hermafroditas e uma razdo sexual de 1:1, essas mudancas devem
seguir as mesmas rotas propostas para a evolucdo da dioicia funcional (Verdd et al.,
2004, Pannell & Verdu, 2006). Embora ndo saibamos ao certo o padrao dessa relagdo, €
possivel que individuos hermafroditas e com baixa heteranteria se especializem como
mais femininos ji4 que a maior parte do seu poélen € voltado para a alimentacdo das
abelhas. De fato, a evolugao da dioicia a partir do hermafroditismo envolve processos
de selecdo de de géneros funcionais nos individuos até que a unissexualidade se
estabeleca por completo (Cardoso et al., 2018). Nessas plantas, este evento €
representado como estratégia que previne a autopolinizagdo e promove poliniza¢do
cruzada (Bawa 1980, Barrett, 2002,). Acreditamos que a selecdo de géneros funcionais
masculinos e hermafroditas (i.e. femininos em potencial) em M. radula pode estar
atuando nesta rota. Ainda que em Melastomataceae a dioicia tenha sido reportada
apenas no género Miconia, neste estudo a inconsisténcia do hermafroditismo em razao

da expressao diferencial de géneros funcionais sugere um caminho evolutivo
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intermediario de dioicia, como parece ocorrer para esses representantes do género
Miconia (Wurdack, 1980; Almeda & Door, 2006; Burke & Michelangeli, 2018). O
escasso registro de dioicia possivelmente esta associado a predominancia da oferta de
pélen como principal recurso nesta familia. Este contexto torna a producdo de pdlen
obrigatéria na maioria das plantas de Melastomataceae caracterizando o
hermafroditismo aparente, seja total ou parcial. Se, por outro lado, essas plantas
apresentam também outros recursos florais para modular a interacdo com os
polinizadores (e.g. néctar ou dleos) rotas evolutivas diferentes em seus sistemas sexuais
poderiam ser canalizadas, como parece ocorrer
em M. radula e em outras espécies de Melastomataceae (ver capitulo I; Brito et al.,

2016; Dellinger et al., 2019).

Outra rota evolutiva da dioicia é sugerida a partir de sistemas heterostilicos,
onde morfos longistilos geralmente estdo associados as funcdes femininas e morfos
brevistilios as fun¢des masculinas (Lloyd, 1979; Barrett, 2002; Kiefer et al., 2015).
Neste caso, a perda de reciprocidade e a transferéncia imprecisa de pdlen entre os
morfos seleciona estes atributos através dos polinizadores (Armbruster, 2014). Neste
evento de transicdo heterostilia-dioicia, a selecdo de atributos de performace sexual
parece estar relacionada com a selecdo de atributos de ajuste morfoldgico. Neste estudo
vimos que a além de género, estames antessépalos também apresentaram gradientes de
selecdo quadratica no tamanho dos estiletes. A selecdo quadratica de estiletes curtos e
longos parecer estar conduzindo os individuos, nestas populacdes, a um dimorfismo
destas estruturas. Esta configuracdo morfolégica difere da heterostilia principalmente
por uma perda da hercogamia reciproca, o que parece ocorrer em M. radula, ja que
existe também no nivel dos estames uma pressdo seletiva favorecendo a niveis
diferentes, mas ndo reciprocos, de heteranteria nos individuos (Barrett et al., 2000;
Ferrero et al., 2009; 2011; Oliveira et al., dados ndo publicados). Enquanto estiletes
médios possivelmente ndo sdo selecionados nos individuos em consequéncia de uma
inacurécia adaptativa, a sele¢do de estiletes curtos e longos reflete a acuréacia destes na
recepcio de pdélen, embora nos primeiros esta seja residual devido a competicdo direta
com as abelhas pelo pdlen como recurso (Armbruster, 2014). A alometria tamanho-
forma nestas estruturas possivelmente também tem importante papel neste contexto. Sao
os estiletes curtos e longos que exibem curvaturas proximas da regido estigmatica mais

definidas, o que deve favorecer o toque em &areas seguras do corpo das abelhas onde
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estas nao acessam ou o comportamento de limpeza é menos potente (Oliveira et al.,
dados ndo publicados). Além disso, a distribui¢do de niveis mais altos de heteranteria,
mostra a maior contribuicdo na doacdo de podlen para fungdes reprodutivas nos
individuos de estilete curto. J4 a presenca de baixa heteranteria aponta para funcdes

alimentares nos individuos de estilete longo

Caracterizada como uma tipica flor de pdlen, Macairea radula apresenta um
sistema especializado de polinizacdo em razdo da interacdo com as abelhas que vibram.
A oferta de pdlen como principal recompensa a estes animais, entretanto, acarreta
demandas conflitantes entre funcdes alimentares e reprodutivas deste recurso (Lunau et
al.,, 2015). O dilema de podlen gera os cendrios nos quais adaptacOes e estratégias
reprodutivas se fazem necessarias. Nossos resultados mostram que, neste contexto,
diferentes atributos de performance sexual e ajuste morfoldgico sdo selecionados
através do sucesso reprodutivo masculino. Por estarem intimamente relacionados a
reproducdo das flores, a especializacdo de gé€neros funcionais, o dimorfismo de estiletes
e da heteranteria sdao selecionados por: 1. driblar esse conflito, através do
particionamento eficaz de pdélen e 2. otimizar o sucesso reprodutivo pela doagdo e
recepcao efetiva de pdlen entre os individuos. A deteccdo de selecdo destes atributos
somente através do sucesso reprodutivo masculino aponta padroes de selecdo
pressupostos pela hipotese de funcdo masculina (Bord & Calahan, 2000). Embora a
hipétese contexto-dependente tenha mais suporte nos estudos envolvendo selecdo
fenotipica sexual-especifica, em ambos os casos a sele¢do de atributos é intensamente
afetada pelo processo de transferéncia de pdlen e sua efetividade em fertilizar vulos e
alimentar as abelhas, o que inclui o papel chave dos polinizadores (Wilson et al., 1994;
Ashman & Diefenderfer, 2001). Logo essas duas hip6teses ajudam a elucidar os padroes

seletivos de atributos observados neste estudo.
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APENDICE A — Tabela e Figuras

Tabela 1. Selecdo fenotipica dos trés atributos através dos componentes feminino (wf) e masculino (wep — estame antepétalo e wes — estame
antessépalo) de sucesso reprodutivo de Macairea radula ocorrentes em Delfin6polis-SP e Uberlandia_MG, Brasil. Valores + erro padrao dos
gradientes de sele¢do direcional (B;), quadratica (Y;;) e correlacional (Y;) e erro padrdo sdo apresentados. A significancia estatistica € representada

por asteriscos e os valores apresentados abaixo.

Atributo ]
Género Heteranteria
Atributo 1 Bi = SE Yi+ SE Yij+ SE Yij+ SE

wf Tamanho estilete 0.01684 = 0.077 0.15708 £0.103 0.02426 £0.042 0.04084 £+ 0.092

Género -0.03234 +0.043 0.08091 = 0.072 - -0.07222 + 0.044
Heteranteria 0.05483 +0.049 0.014186 +0.110 - -

Tamanho estilete 0.01491 £0.102 0.29122 £0.111 0.09364 = 0.059 0.19814 £0.122

wep Género -0.70037 £ 0.059 ** 0.42852 = 0.100** - 0.12868 + 0.059*

Heteranteria -0.04402 + 0.066 0.02731+0.149 - -

Tamanho estilete 0.180209 £0.116 0.314292 +0.162= 0.045945 + 0.067 0.154109 £ 0.138

wes Género -0.608131 £ 0.067 *** 0.319529 £ 0.113 ** - -0.004647 = 0.067
Heteranteria 0.026404 £ 0.075 -0.208438 = 0.169 - -

*#%k p<0.001, ** p< 0.01, * p< 0.05, = p<0,1
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wep

género
Fig. A. 1 Superficie representativa de selecdo correlacional através do sucesso

reprodutivo masculino dos estames antepétalos (wep) dos atributos heteranteria e género

funcional das flores de M. radula ocorrentes nas populagdes de estudo.
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Fig. A. 2. Curvas representativas de selecao quadratica através do sucesso reprodutivo masculino dos estames antessépalos (wes) nos atributos
género e tamanho do estilete das flores de M. radula ocorrentes nas populagdes de estudo.
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APENDICE B — Material Suplementar

Tabela S. 1. Média * erro padrao de medidas tomadas para cada atributo das flores de
Macairea radula nas populagdes de estudo. Populagao 1: Fazenda Aguas de Santo
Antodnio, Delfinépolis-MG e Populagao 2: Fazenda Ourinhos, Uberlandia-MG. Letras

iguais representando auséncia de significancia estatistica.

Atributo Populagdo 1 Populagdo 2
Tamanho estilete 0,96 (+0,59) 0,93 (+x0,04)
Forma estilete (RW1) 0,013 (£0,01)* 0,017 (x0,01)*
Forma estilete (RW?2) 0.0048 (£0,006)* 0,0050 (£0,007)*
Heteranteria 0.54 (+0,033)* 0.65 (£0,045)*
Forma estame antepétalo (RW1) 0,12 (£0,024)* 0,12 (£0,024)*
Forma estame antepétalo (RW?2) 0,042 (x0,016)* 0,045 (x0,017)
Forma estame antessépalo (RW1) 0,122 (£0,026)* 0,126 (£0,024)*
Forma estame antessépalo (RW2) 0,028 (x0,011)* 0,055 (+0,010)*
Género 0,60 (+0,026)" 0,59 (+0,028)*
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Tabela S. 2. Correlagdes de Pearson entre medidas de género funcional, forma e
tamanho das estruturas reprodutivas das flores de M. radula nas duas populacdes de
estudo. Ep: estame antepétalo, es: estame antessépalo. Asteriscos representam presenca

de significincia estatistica.

Correlacgio R
Tamanho estilete x RW1 -0,69345*
Tamanho estilete x RW?2 -0,45817*
Tamanho estilete x Género 0,12108
Tamanho estame ep x RW1 0,69542*
Tamanho estame ep x RW2 0,32924*
Tamanho estame ep x Gé€nero 0,08773
Tamanho estame es x RW1 0,69617*
Tamanho estame es x RW2 0,30977*
Tamanho estame es x Género 0,02564
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10

Estame antissépalo Estame antipétalo Estilete

Fig. S. 1. Marcos (pontos vermelhos) e semi marcos (pontos pretos) anatdmicos
considerados para descri¢cdo da forma e tamanho de cada estrutura reprodutiva das flores

de Macairea radula ocorrentes em Delfindpolis-MG e Uberlandia_ MG, Brasil .
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Fig. S. 2. Distribui¢do de tamanho do centroide para cada estrutura reprodutiva das flores de Macairea radula ocorrentes em Delfindpolis-MG e
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Fig. S. 4. Distribuicdo dos componentes de deformacdo parcial (RW1 e RW2) e
representacOoes de padrdes de forma para cada estrutura reprodutiva das flores de

Macairea radula considerados a partir de valores maximos e minimos
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Fig. S. 5. Correlacdo de componentes de deformacao parcial (RW1 e RW2) e tamanho
de cada estrutura reprodutiva das flores de Macairea radula ocorrentes em

Delfin6polis-MG e Uberlandia-MG, Brasil .
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Género
b

Individuos

Fig. S. 6. Distribuicdo de géneros funcionais entre os individuos de M. radula
ocorrentes em Delfindpolis-MG e Uberlandia-MG, Brasil . Valores de género igual a
0,5 sdo indicados pela linha e representam o hermafroditismo perfeito, valores acima e -

abaixo desta representam, respectivamente, géneros funcionais feminino e masculino
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CONSIDERACOES FINAIS

A oferta de 6leo como um novo recurso floral, a especializagdo de géneros funcionais
e os dimorfismos de estilete e heteranteria aqui descritos, mostram como diferentes estratégias
reprodutivas sdo estruturadas nas populacdes estudadas de Macairea radula. As demandas
conflitantes desta tipica flor de pdlen, dadas principalmente pela interacio com seus
polinizadores, canalizam esses processos. A producdo de um recurso diferente a0 comumente
ofertado pode representar um papel importante no aumento da diversidade de visitantes e
potenciais polinizadores de M. radula além de favorecer uma particio de nicho entre os
animais interagentes, reduzindo os conflitos ecoldgicos relacionados a oferta exclusiva de
polen. Da mesma forma, com a especializacdo de géneros funcionais e seus dimorfismos
florais estas plantas também evitam o dilema de polen. Esses diferentes atributos tornam a
particdo de polen eficaz e otimizam o sucesso reprodutivo destas plantas pela doacdo e
recepcao efetiva deste recurso entre suas flores. Embora estratégias como estas sejam ainda
pouco exploradas para a familia Melastomataceae, nossos resultados podem ajudar na
elucidacdo de questdes como aquelas relacionadas a evolucdo de diferentes sistemas

reprodutivos e de polinizacdo em plantas especializadas.
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