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RESUMO

Estudamos a associacdo entre Calibrachoa elegans (Miers) (Solanaceae) e Hexantheda
missionica (Oglobin 1948) (Colletidae, Neopasiphaeinae) no Campo Rupestre de Minas Gerais,
um exemplo de interacdo altamente especializada entre planta e abelha oligolética. O
desempenho dos machos de abelhas oligoléticas como polinizadores é pobremente conhecido.
Este trabalho tem por objetivo a investigacdo do papel desempenhado pelos machos da abelha
H. missionica como polinizadores da planta C. elegans. Perguntamos: Quais sdo os tipos de
visitas florais dos machos e em quais eles tocam o estigma e podem transferir polen? Qual o
impacto do comportamento de corte de estames e estiletes nas flores para dormitério, na
frutificacdo e formacdo de sementes de C. elegans? Enquanto realizam voos de vistoria em
busca de fémeas, podem, em 16% dos casos, entrar nas flores de C. elegans para tomar néctar.
Com isso, saem das flores contendo gréos de pélen aderidos ao seu corpo. Ao entrar em outra
flor para tomar néctar, podem contactar o estigma da flor e, assim, transferir grdos de pélen e
promover a polinizacdo. Portanto, embora machos de H. missionica ndo sejam tdo eficientes
polinizadores quanto as fémeas, cuja taxa de polinizacdo em visita Unica € de 40% e 93%,
respectivamente, eles também polinizam C. elegans. Para se abrigar dentro da flor, a abelha
corta os estames e o estilete com suas mandibulas. Esse comportamento induz a precoce
senescéncia das flores. Machos que cortam as flores de primeiro dia podem causar um impacto
negativo, uma vez que o tubo polinico ainda ndo atingiu o ovario em menos de 24 horas.
Entretanto, apenas 33% dos machos preferem flores do primeiro dia, mostrando um baixo
impacto negativo em flores de C. elegans.

Palavras-chave: Oligoletia. Polinizacdo por machos. Comportamento. Dormitérios de machos.



ABSTRACT

We studied the association between Calibrachoa elegans (Miers) (Solanaceae) and Hexantheda
missionica (Oglobin 1948) (Colletidae, Neopasiphaeinae) in Campo Rupestre of Minas Gerais,
a highly specialized interaction between a plant and an oligolectic bee. The performance of
male oligolectic bees as pollinators is poorly understood. Therefore, this work aims to
investigate the role played by males of the bee H. missionica as pollinators of its host plant. We
ask: What are the types of floral visits by males and in which they touch the stigma and can
transfer pollen? What is the impact of stamen and style cutting behavior on dormitory flowers
on the fruit and seed set of C. elegans? Our results show that male bees can enter the flowers
of C. elegans to drink nectar in 16% of cases, during inspection flights in search for females.
After visits, they leave the flowers containing pollen grains adhered to their body. When
entering another flower to drink nectar, they can contact its stigma and, thus, transfer pollen
grains and promote pollination. Therefore, although males of H. missionica are not as efficient
pollinators as females, whose pollination rate in a single visit is 40% and 93%, respectively,
they also pollinate C. elegans. To take shelter inside the flower, the bee cuts the stamens and
the style with their jaws. This behavior induces the senescence of flowers. Males that cut
flowers on the first day of anthesis can impact them negatively, since the pollen tube has not
yet reached the ovary in less than 24 hours. However, only 33% of the males preferred flowers

from the first day of anthesis, which indicates a low negative impact on flowers of C. elegans.

Keywords: Oligolecty. Pollination by males. Behaviour. Male sleeping places.
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1. INTRODUCAO GERAL

As relacdes entre polinizadores e Angiospermas abrangem um continuo desde sistemas
altamente especializados onde uma espécie de planta é polinizada por uma espécie de
polinizador até amplamente generalizados, onde flores sdo polinizadas por polinizadores de
diferentes grupos taxondmicos (Ollerton et al., 2007). Sistemas de polinizagao especializados
tem sido objeto de estudo hd mais de um século (Darwin, 1862; Stebbins, 1970; Feegri e van
der Pijl, 1979).

A especificidade de sistemas de polinizacdo geralmente é resultado de caracteristicas de
polinizadores e combinacdes de atributos florais, como aromas especificos, cores e morfologia
floral que restringe o acesso dos visitantes florais aos recursos florais e facilita a visitacdo de
um grupo de visitantes florais e exclui outros (Faegri e van der Pijl, 1979; Pettersson, 1991,
Johnson e Bond, 1994; Manning e Goldblatt, 1997 e Johnson e Steiner, 2000). Assim, uma
planta apresenta polinizacdo especializada se for polinizada com sucesso apenas por um grupo

funcional de potenciais polinizadores (Fenster et al., 2004).

As abelhas sdo o grupo mais importante de polinizadores, visitando mais de 90% dos
107 principais tipos de producdes agricolas para alimentacdo humana (Klein et al., 2007; Potts
etal., 2016). Entretanto, um nimero crescente de espécies de abelhas em todo 0 mundo caminha
para a extingdo. Destrui¢do de habitats (desmatamento, expansdo de areas para agricultura,
crescimento urbano, estradas) e 0 uso excessivo de inseticidas afetam negativamente as
populagdes de abelhas (Michener, 2007; Potts et al., 2016).

Machos e fémeas apresentam diferencas marcantes nos padrdes de forrageamento,
incluindo preferéncias florais, frequéncia no forrageamento, taxas e constancia na deposicao de
polen, as quais influenciam a reproducéo das plantas (Smith, Bronstein e Papaj, 2019). Machos
e fémeas visitam flores por recursos. As abelhas fémeas fornecem a sua prole alimentos
derivados de flores, coletando ativamente néctar e pdlen (Michener 2007; Smith, Bronstein e
Papaj, 2019). Machos somente coletam néctar para cobrir a demanda propria por energia
(Michener, 1974). Além disso, buscam por fémeas e abrigo nas flores (Oliveira et al., 2012;
Pinheiro et al., 2017). Isto tem consequéncias no padrdo de forrageamento e no recurso

procurado.

Abelhas oligoléticas sdo aquelas cujas fémeas coletam pélen exclusivamente de plantas
do mesmo género ou familia (Robertson, 1925). Todas as espécies de abelhas oligoléticas sdo

solitarias, ocorrendo em pelo menos 12 tribos de abelhas, especialmente Andrenidae —



11

Panurginae, Apidae ndo corbiculadas e Colletidae - Neopasiphaeinae (Schlindwein, 2004). Ha
uma hipotese de que todas as abelhas Neopasiphaeinae séo oligoléticas (Schlindwein, 2004).
Por exemplo, Bicolletes indigoticus e Actenosigynes mantiqueirensis (Neopasiphaeinae) sao
oligoléticas em Blumenbachia (Loasaceae) (Siriani-Oliveira et al., 2018; Siriani-Oliveira, et
al., 2020), Protodiscelis palpalis em Hydrocleys martii (Limnocharitaceae) (Oliveira et al.,
2012; Carvalho e Schlindwein, 2011) e Cephalocolletes rugata em Opuntia (Cactaceae)
(Schlindwein e Wittmann, 1997). As espécies de plantas que sdo relacionadas as abelhas
oligoléticas sdo quase exclusivamente ervas ou pequenos arbustos (Schlindwein, 2004). No

Brasil, foram demonstradas em 19 familias de plantas (Schlindwein, 2004).

Machos de abelhas oligoléticas frequentemente buscam fémeas nas flores, é uma
estratégia reprodutiva associada aos recursos florais, por exemplo, machos de Arhysosage
cactorum patrulham flores de Parodia neohorstii (Cerceau et al., 2019) e Anthrenoides micans

patrulham flores de Parodia neobuenekeri (Dutra et al., 2020).

Petunia e Calibrachoa séo géneros da tribo Petunieae (Solanaceae) (Fregonezi et al,
2013). Quase todas as espécies do género Calibrachoa sdo melitofilas (Fregonezi 2009).
Callonychium petuniae (Andrenidae) é uma importante espécie na polinizacdo de Calibrachoa
e Petunia, cujos machos tém a estratégia reprodutiva vinculada as flores (Wittmann et al.,
1990). Trés espécies de Pseudagapostemon (Halictidae) também sdo potenciais polinizadores
de Calibrachoa e Petunia (Fregonezi 2009). Calibrachoa elegans, endémica de Minas Gerais,
é polinizada pela espécie Hexantheda missionica (Colletidae, Neopasiphaeinae) (Stehmann e
Semir, 2001; Vieira, 2019).

Este trabalho apresenta a interagdo entre machos de abelha Hexantheda missionica e
Calibrachoa elegans. As fémeas de H. missionica séo oligoléticas em Calibrachoa e Petunia,
gue apresentam um sistema de polinizacdo altamente especializado (Stehmann e Semir, 2001;
Schlindwein, 2004). Os machos de H. missionica patrulham as flores de C. elegans em busca
de fémeas, tomam néctar e dormem nas flores, cortando estames e o estilete (Stehmann e Semir,
2001). Os objetivos deste trabalho s&o entender o papel dos machos como polinizadores de C.
elegans além de saber se os danos florais aplicados na preparacdo do dormitorio tém impacto

negativo ao sucesso reprodutivo da planta.

Apresentamos um video de divulgacéo cientifica sobre abelhas que dormem nas flores,
com alguns resultados do nosso trabalho. O video pode ser acessado através do link:
https://youtu.be/2gltanoNq7Y



https://youtu.be/2gItanoNq7Y
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2. INTRODUCAO

Abelhas, os polinizadores mais importantes das Angiospermas, dependem de recursos
florais como fonte de alimento. Portanto, estdo constantemente em contato com as flores o que

aumenta a chance de transferir graos de pdlen entre flores (Roubik, 1995; Michener 2007).

Devido as diferengas inerentes ao sexo, fémeas e machos de abelhas recorrem as flores
por motivacdes diferentes. Além de cobrir a demanda propria de energia, as fémeas visitam
flores em busca de pélen, néctar e oleos florais para prover recursos para a prole (Michener,
2007). Desta forma, passam grande parte do seu tempo em contato com as flores. Machos, por
sua vez, visitam flores em busca de néctar somente por demanda propria de energia (Michener,
2007). Para machos de varias espécies de abelhas, no entanto, flores também sdo locais para
buscar por parceiras sexuais (Alcock et al., 1978, Cane et al., 2011, Oliveira, 2015). Isto é
especialmente comum em abelhas oligoléticas, as quais coletam pdlen exclusivamente em
espécies de plantas do mesmo género ou familia para alimentar sua cria (Robertson, 1925).
Nestas especialistas florais, a alta previsibilidade de encontrar parceiras nas flores, favorece
certas estratégias reprodutivas, como patrulha e defesa de territérios de flores de plantas
hospedeiras (Alcock et al., 1978; Parker, 1978; Thornhill & Alcock, 1983; Wittmann et al.,
1990; Oliveira e Schlindwein, 2010; Alcock e Buchmann, 2011; Oliveira et al., 2013; Oliveira,
2015; Dutra et al., 2020). Machos de abelhas também frequentemente buscam abrigo noturno
em flores (Simpson e Neff, 1981; Dafni et al.,1981; Gaglianone, 2000; Sapir, Shmida e
Ne’eman, 2005, Pinheiro et al., 2017).

Apesar das variacfes em atributos morfoldgicos e comportamentais de polinizadores
atribuidas ao sexo afetarem sua interacdo com flores, o efeito das diferencas intraespecificas
dos polinizadores permanece largamente inexplorado (Smith et al, 2019). O desempenho dos
machos de abelhas como polinizadores também é pobremente conhecido, exceto por casos
excepcionais como das interacfes entre os machos de Euglossini (Apidae), coletores de
perfumes florais, que polinizam cerca de 10% das espécies da flora neotropical de Orchidaceae
(Dressler, 1982; Roubik e Hanson, 2004; Eltz et al., 2005) e de sistemas de polinizagao por
pseudo-copulas, em que machos tentam copular com flores que mimetizam fémeas
(Kullenberg, 1950; Paulus, 2006; Ayasse et al., 2010; Vereecken et al., 2011).

E razoavel esperar que machos de abelhas oligoléticas, pelo uso de flores como sitios
de rendez-vous, também atuem como polinizadores de flores das plantas hospedeiras de fémeas

coespecificas. De fato, em Peponapis pruinosa (Apidae, Eucerini), espécie oligolética em
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Cucurbita (abdbora, Cucurbitaceae), machos, como as fémeas, sdo polinizadores efetivos de
Curcubita pepo e contribuem com a formacao de frutos maiores e com mais sementes (Cane et
al., 2011). Machos de Arhysosage cactorum (Andrenidae) também sdo importantes na
polinizacdo de cactos globosos em que a espécie € oligolética (Cerceau et al., 2019) e machos

de Melissodes sp. (Apidae) também polinizam flores de girassol (Parker, 1981).

Estudamos a associacdo entre Calibrachoa elegans (Miers) (Solanaceae) e Hexantheda
missionica (Oglobin 1948) (Colletidae, Neopasiphaeinae) no Campo Rupestre de Minas Gerais,
um exemplo de interacao altamente especializada entre planta e abelha oligolética (Stehmann e
Semir, 2001; Vieira et al., em prep.). Abelhas de H. missionica s&o os Unicos polinizadores
dessa espécie e machos patrulham as flores em busca de fémeas para acasalamento. Além disso,
0s machos utilizam a flor como abrigo noturno cortando estames e estilete para preparar o
dormitorio floral, um comportamento que foi considerado negativo na reproducdo da planta
(Stehmann e Semir, 2001; Danforth et al., 2019). Como as flores sdo um sitio previsivel de
encontro de parceiras sexuais e fonte de recurso alimentar, os machos devem incluir as flores

no seu repertério comportamental e, portanto, podem atuar como polinizadores.

Neste estudo, buscamos esclarecer o papel dos machos de H. missionica como
polinizadores de C. elegans. Para tal, avaliamos sua frequéncia de visitas florais com contato
no estigma ao longo do dia, caracterizamos a carga de p6len aderido ao corpo dos machos e sua
efetividade de polinizacdo apds uma visita floral. Avaliamos experimentalmente o impacto do
emprego de flores de C. elegans como dormitdrios na formacao de frutos. Temos a hipotese de
que o corte do estilete dos machos aplicado na preparacdo do dormitério ndo impacta a
formacao de frutos em flores polinizadas ap6s passagem do tubo polinico (24 horas polinizacdo
— Stehmann e Semir, 2001). Para isso, também avaliamos experimentalmente a taxa de

frutificacdo de flores com estiletes cortados em diferentes idades.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de estudo

O estudo foi conduzido de setembro de 2018 a fevereiro de 2019 e de novembro de 2019
a marco de 2020, realizado na unidade de conservagdo Monumento Natural Serra da Calgada,
Serra da Moeda, na Cadeia de Espinhaco, no municipio de Nova Lima, MG, Brasil (20°05'35"S
e 43°58'59"W, 1.470m de altitude). O local é parte do Quadrilatero Ferrifero, com vegetacédo
caracteristica de Campo Rupestre sobre canga (Viana e Lombardi, 2007). O clima da regido é
tropical de altitude (Cwb), com verdo chuvoso (outubro a marco) e uma estagédo seca (abril a
setembro) bem definida (Stehmann e Semir, 2001). A temperatura varia entre 18°— 21°C e o
regime pluviométrico apresenta variacdao de 1.300-2.100 mm de precipitacdo anual (Guarconi
etal., 2010).

3.2. Espécies estudadas

Calibrachoa elegans é endémica de Minas Gerais, restritas as areas de canga hematitica
nodular do campo rupestre (Stehmann, 1999). A espécie é ameacada de extin¢do (CNCFlora,
2012).

Representantes de C. elegans sdo subarbustos de até 50 cm de altura e florescem de
setembro a maio (Stehmann, 1999). As flores sdo zigomorfas e possuem cinco estames
heterodinamos com anteras e pélen amarelas, filetes adnatos a corola, delineando cinco ductos
interestaminais que d&do acesso a camara nectarifera e disco nectarifero na base do tubo floral
(Stehmann e Semir, 2001). A corola é do tipo goela, apresenta coloracdo magenta e um anel
azul-violaceo em formato semilunar na margem do tubo floral (Stehmann e Semir, 2001). E
uma espécie autoincompativel. Apos poliniza¢do cruzada, o tubo polinico atinge ovario e

ovulos depois de 24 horas (Stehmann e Semir, 2001).

Hexantheda missionica é uma espécie de abelha solitaria, pertencente a subfamilia
Neopasiphaeinae (Colletidae) (sensu Almeida et al., 2012) que ocorre da Argentina até Minas
Gerias, no Sudeste do Brasil, o limite norte da sua distribuicdo geogréfica (Urban e Graf, 2000;
Moure, Graf e Urban, 2012). A espécie € oligolética em espécies de Calibrachoa e Petunia
(Solanaceae), fontes de néctar e pélen (Schlindwein, 2004; Fregonezi, 2009; Alves-dos-Santos
et al., 2016).



15

3.3. Machos de H. missionica séo polinizadores de flores de C. elegans?

3.3.1. Comportamento e frequéncia de machos de H. missionica

As atividades dos machos foram monitoradas de 08:00 h as 16:00 h, por 7 dias nao
consecutivos. A cada hora, por 30 minutos, foram percorridos trajetos definidos aleatoriamente,
em uma area de 5.810 metros quadrados, totalizando 73 intervalos de observacao.
Determinamos como inicio da atividade dos machos o horario que estes deixam seus
dormitorios florais e como fim da atividade, 0 momento em que estabelecam um dormitério
floral. Para cada individuo avistado, anotamos o horério e classificamos seu comportamento de

acordo com um etograma (Tabela 1) previamente elaborado.

Para determinar um cronograma de atividades dos machos em flores, durante
caminhadas aleatorias entre 9:30h e 13:30h, foi registrada a duracdo de todos os
comportamentos dos machos avistados em flores de C. elegans. Também verificamos se

machos tomam néctar em flores de outras espécies de plantas nos arredores.

Tabela 1: Etograma dos comportamentos dos machos de Hexantheda missionica em flores de
Calibrachoa elegans

S O macho diminui a velocidade de voo ao sobrevoar a
Vistoriar flores
flor de C. elegans.

Pairar O macho adeja em frente a flor.

O macho pousa sobre o limbo da flor; raramente insere
Pousar no limbo floral a cabeca no tubo floral sem alcancar estames e
estigma.

O macho entra com todo corpo no tubo floral, com
Entrar no tubo floral )
coleta de néctar.

_ O macho pousa no limbo e esfrega as pernas sobre o
Limpar-se
corpo.

Preparacdo do dormitério O macho corta estames e estilete da flor.

_ O macho dorme no tubo floral com a cabeca virada
Dormir
para a abertura do tubo floral.
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3.3.2. Formacéo de fruto apds visita Unica por machos de H. missionica

Avaliamos a efetividade de polinizagdo por um macho ap6s uma Unica visita & uma flor
de C. elegans. Para isso, ensacamos 15 flores em pré-antese de diferentes individuos (uma flora
por individuo), para impedir visitas de abelhas. As 12:00 h, desensacamos a flor e aguardamos
a visita de um macho, com insercéo total do corpo na flor, e ensacamos novamente a flor apos
a visita. Determinamos a taxa de frutificacdo e contamos o nimero de sementes formadas a

partir dessas flores.
3.3.3. Pdlen aderido a superficie do corpo dos machos de H. missionica

Machos coletados aleatoriamente em flores, entre 8:00h e 16:00h, foram depositados
por um minuto em uma caixa de isopor com gelo. Com uma lupa de mao, inspecionamos a
superficie do corpo de cada macho, em busca de pdlen. Cada macho foi marcado com codigo
individual de cor com tinta (Revell, Germany) no meso e/ou metassoma. Em 27 machos,
verificamos o local de adesdo do p6len no seu corpo. Em sete machos, removemos grédos de
polen, friccionando uma porcao de gelatina glicerinada corada com fucsina sobre o corpo do
macho e transferindo-a para laminas de microscépio para analise do polen. Anotamos o horario

de coleta em todas as amostras.

3.4. Impacto do estabelecimento de dormitorios florais na viabilidade floral de C.

elegans
3.4.1. Dormitérios florais de H. missionica em flores de C. elegans.

Durante quatro meses coletamos machos avistados em flores na area de estudo. Cada
macho foi colocado em uma caixa de isopor com gelo e marcado com cédigo individual de cor
(veja acima). Ao total, foram marcados 78 machos. Descrevemos as etapas da preparagdo dos
dormitdrios florais e registramos o horario em que 0s machos deixaram as flores do dormitério

pela manha.

Para esclarecer se machos preferem flores de determinada idade ao estabelecerem
dormitorios florais, por quatro dias consecutivos, marcamos e averiguamos a idade de todas as
flores em uma area de 100 m2. Flores da mesma idade foram marcadas com tinta da mesma cor
(cola colorida 3D Acrilex®). Em cada dia registramos a idade das flores empregadas como

dormitério.

Comparamos a taxa de frutificacdo e o nimero de sementes produzidas a partir de flores

utilizadas como dormitorios (N=147) e flores integras de mesma idade (N=28).
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3.4.2. Experimento 1: Frutificacdo de flores com corte manual de estames e
estilete em diferentes horarios

Para testar a hipdtese de que o corte do estilete dos machos aplicado na preparacéo do
dormitorio ndo impacta a formacdo de frutos em flores polinizadas apds passagem do tubo
polinico (i.e. 24 horas apds a polinizacdo — Stehmann e Semir, 2001), comparamos a taxa de
frutificacdo de flores que tiveram seus estiletes cortados em diferentes periodos apos a
polinizacdo. Para isso, ensacamos 120 flores em pré-antese, impedindo a visita de abelhas.
Entre 10:00h e 10:30h, polinizamos manualmente as 120 flores com pélen xenogamico. Trés
horas apds a polinizacdo manual, retiramos os estames e estilete de 20 flores com uma pinca, e
deixamos 20 flores ensacadas intactas (controle). Repetimos o procedimento de corte cinco e
24 horas ap0s a polinizacao cruzada manual, a cada ocasido deixando 20 flores intactas, como
controle. Quantificamos os frutos e as sementes produzidos a partir de flores submetidas a todos

os tratamentos. Os frutos maduros foram coletados e suas sementes contadas.

3.4.3. Experimento 2: Longevidade de flores submetidas ao corte manual de

estames e estilete em diferentes dias

Para saber se o estabelecimento de dormitorio floral reduz a longevidade das flores,
ensacamos 55 botGes em pré-antese. Simulando o comportamento dos machos, cortamos 0s
estames e o estilete de 15 delas no primeiro dia de antese, de 15 flores no segundo dia e 15 no
terceiro dia de antese. As dez flores restantes permaneceram intactas. Registramos a

longevidade de todas as flores ao longo de trés dias de antese.
3.5. Anélises estatisticas

Para testar se machos preferem utilizar como dormitdrios flores de dada idade,
comparamos o0 numero de flores de primeiro, segundo e terceiro dia de antese utilizadas por

machos com uso do teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis.

Comparamos o numero de sementes produzidas por flores integras e flores utilizadas
como dormitorio floral utilizando o teste T de Student. Com emprego do teste ANOVA de um
fator, comparamos o numero de sementes produzidas a partir de flores cortadas em diferentes
horéarios. A longevidade de flores usadas como dormitérios florais foi comparada utilizando o
teste ndo-paramétrico Mann-Whitney. A taxa de frutificacdo de flores com estiletes cortados
em diferentes horarios foi comparada utilizando o teste ndo-paramétrico Mann-Whitney. Os
testes estatisticos foram realizados no software PAST 3.25 (Hammer et al. 2001), com nivel de
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significancia a = 0,05. Os graficos foram confeccionados no software Office Excel®. Os

valores médios sdo sempre representados como “Média + Desvio Padrao”.
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4. RESULTADOS

4.1. Comportamento e frequéncia de machos nas flores
Os machos comecaram as atividades em flores as 8h da manha. No total de 73 intervalos
de observagéo (36,5 horas), 0s comportamentos mais registrados foram vistorias de flores (46%;
386 observacdes), seguido por pousos no limbo da flor (17%; 147 visitas) e visitas florais com
entrada no tubo floral (16%; 133 visitas) (Figura 1).

Os machos demoraram 1,04s + 0,01s (N=216) para vistoriar flores e 52,0s = 76,9s
(N=14) nas visitas pousando no limbo floral. As visitas florais para tomar néctar, com entrada
no tubo floral, demoraram 8,16s + 4,4s (N=11).

Os machos tocaram o estigma somente quando entraram no tubo floral e tomaram néctar
(Figura 1; “entrar no tubo floral’). O contato com o estigma ocorre em consequéncia da posicao
central do estigma no tubo floral de C. elegans (largura do tubo floral = 4,7 + 0,3 mm, N=10).
O tamanho médio dos machos (largura do térax) foi de 3,22 + 0,24 mm (N=15).

Comportamento (%)
= ol N N w w S H U
o (6] o (6] o (6] o (6,1 o

(6]

Vistoriar Pairar Pousar no Entrar no Limpar-se  Preparagao Dormir
flores limbo floral tubo floral do
dormitério

Figura 1: Comportamentos de machos de Hexantheda missionica em flores de Calibrachoa
elegans durante 842 visitas florais e vistorias em flor.
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Machos visitaram flores para tomar néctar (visitas com toque no estigma) sobretudo
entre 11:00 e 16:30h, com pico de visitas entre 16:00 e 16:30h (Figura 2a). Depois desse horério
ndo houve mais visitas florais. Vistorias florais foram mais frequentes entre 9:00 e 12:30h, com
pico entre 10:00 e 10:30h (Figura 2b). Pousos no limbo da flor foram mais frequentes entre
9:00 e 10:30h, com pico entre 10:00 e 10:30h (Figura 2c).
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Figura 2: Frequéncia média de visitas e vistorias de machos de Hexantheda missionica em
flores de Calibrachoa elegans ao longo do dia, a) Entradas nos tubos florais (N= 103); b)
vistorias (N= 384) e c) pousos em flores (N=147).

4.2. Formagao de fruto apds visita Unica por machos de H. missionica
Apds visita Unica de um macho a uma flor de C. elegans (“teste de primeira visita”),
40% das flores frutificaram (N=15 visitas). Os frutos tiveram em média 19,0 £+ 5,3 sementes
(N=5).

4.3. Pélen aderido a superficie do corpo dos machos de H. missionica
Dos 53 machos analisados, 36 (68%) apresentaram grdos de pdlen aderidos a superficie
do corpo. Os grdos de polen removidos da superficie do corpo dos machos foram

exclusivamente de C. elegans. Néo foi observado machos em outras espécies de plantas.

Foram encontrados grdos de pélen aderidos a oito locais na superficie do corpo dos
machos, principalmente nas pecas bucais, na por¢cdo ventral do mesossoma e nas pernas
anteriores e médias (Figura 3, 4). Em 37% dos individuos, encontramos graos de pdlen aderidos

nas pecas bucais e na por¢do ventral do térax.

Figura 3: Gréos de polen aderidos ao corpo de um macho de Hexantheda missionica apés vistas
a flores de Calibrachoa elegans. Os graos aderiram preferencialmente as partes bucais, regido
ventral do mesossoma e pernas anteriores e médias da abelha.
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Pecas bucais

Posterior da cabega

Dorso do mesossoma
Perna anterior
Perna média

Perna posterior

Locais de adesdo dos grdos de pdeln

|
|
Ventral do mesossoma [
|
|
I
|
|

Ventral do corpo todo
Numero de observacdes

Figura 4: Locais de adesdo de polen na superficie do corpo de machos de Hexantheda
missionica (N= 63). A contagem dos locais de adesdo de pdlen pode incluir varios locais no
mesmo individuo.

4.4. Impacto do estabelecimento de dormitdrios florais em C. elegans

Os machos cortaram os estames e 0 estilete das flores de C. elegans entre 14:00 e 15:30
horas. No dia seguinte, deixaram as flores a partir das 8:00h. Os cortes foram feitos com as
mandibulas na altura da fusdo dos filetes com o tubo da corola. Com as pernas, empurraram 0s
estames e o estilete para fora do tubo floral. Frequentemente, estames e estilete cortados ficaram
sobre o limbo da flor ap6s os cortes (Figura 5b). Os cortes dos estames e estiletes foram feitos
durante cerca de 10 minutos. Ap6s os cortes, os machos se limparam e/ou permaneceram
imdveis dentro da flor, com a cabeca virada em direcdo a base floral. Em seguida, os machos
se viraram dentro da flor e se acomodaram de ré, posicionando a cabeca em direcdo a entrada
do tubo floral (Figura 5a). Em condi¢Ges ambientais adversas, como em dias chuvosos,
nublados ou frios, 0s machos permaneceram nos dormitdrios florais ao longo do dia. As
marcagOes individuais das flores utilizadas como dormitorios revelaram que 0s machos nédo

reutilizaram os dormitorios.



23

Figura 5: a) Macho marcado de Hexantheda missionica dormindo em uma flor de Calibrachoa
elegans. b) Estames e estilete aderidos ao limbo da flor. Os machos permanecem posicionados
com a cabeca virada em direcdo a entrada do tubo floral até o dia seguinte.
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4.5. Idade de flores usadas como dormitorio
Machos de H. missionica empregaram indiscriminadamente flores de diferentes idades
como dormitorios florais (Kruskal-Wallis H (chi?) = 1,019; p= 0,58; N=24) (Figura 6).

40
35
30
25
20
15

10

Porcentagem de escolha floral

(2}

12 dia 292 dia 32 dia
Idade da flor

Figura 6: ldade das flores utilizadas para dormitorio por machos de Hexantheda missionica em
uma area de 100 m? (Kruskal-Wallis H (chi?) = 1,019; p= 0,58).

4.6. Impacto do corte do estilete das flores utilizadas como dormitério floral na
frutificacdo e formacéo de sementes
Flores empregadas como dormitérios produziram menos frutos (N=51 de 147) que as
mantidas intactas (N=16 de 28) (Mann-Whitney U=1596; z=2,23; p= 0,03) (Tabela 2).
Contudo, ndo houve diferenca significativa no numero de sementes nos dois grupos (dormitério
floral= 11,5 *+ 7,43 sementes (N=38); flores intactas= 11,27 + 5,48 sementes (N=11); t= 0,09,
p=0,92).
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Tabela 2: Frutificacdo e producdo de sementes por flores de Calibrachoa elegans empregadas
ou ndao como dormitdrios florais por machos de Hexantheda missionica.

Producao de

Tratamentos N flores Frutificacédo (%) sementes
(Média + DP)
Dormitorio floral 147 34,7% 11,5+7,43
Controle 28 57% 11,27 £5,48

4.6.1. Experimento 1: Frutificacdo de flores com corte manual de estames e
estilete em diferentes horarios

Flores cujos estiletes foram cortados manualmente trés ou cinco horas apos polinizacéo
cruzada manual formaram menos frutos do que flores ndo manipuladas (controle) (Figura 7a).
Flores com os estiletes cortados manualmente 24 horas ap6s a polinizagdo manual frutificaram

em 85% (N=20), enquanto as flores do controle frutificaram em 78,9% (N=19) (Figura 7a).

Houve diferencas significativas na frutificacdo entre flores com os estiletes cortados
manualmente entre 3h e o controle (Mann-Whitney U=43, z= 5,18 p= 2,17 e-7) e entre 5h e 0
controle (Mann-Whitney U=68, z= 3,94, p= 8,08 e-5). Entre 24h e o controle, ndo houve
diferencas significativas (Mann-Whitney U=178,5, z=0,46, p= 0,64). Entre os tratamentos, ndo
houve diferencas estatisticas entre 3h e 5h (Mann-Whitney U=190, z=0,27, p=0,39). Houve
diferencas estatisticas entre 3h e 24h (Mann-Whitney U=60, z=3,79, p< 0,0001) e 5h e 24h
(Mann-Whitney U=70, z=3,52, p=0,0002). Ndo houve diferencas significativas entre 0s
tratamentos na producédo de sementes (ANOVA F=1,86 p=0,19) (Figura 7b).
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Figura 7: a) Taxa de frutificacdo de flores cortadas 3 horas (N watamento = 20 € N controle = 22), 5
horas (N yatamento = 20 € N controle = 19) € 24 horas apos a poliniza¢gdo manual (N tratamento = 20 € N
controle = 19). * Indica diferencas estatisticas significantes entre os tratamentos e os controles do
Teste Mann-Whitney (P < 0,05). b) Producéo de sementes por fruto 3h (N tatamento = 3 € N controle
= 18), 5h (N tratamento = 3 e N controle = 16) e >24h apos a polinizagdo (N taamento = 13 € N
controle = 14). N&0 houve diferencas significativas entre os tratamentos na producéo de sementes
(ANOVA F=1,86 p=0,19).

4.6.2. Experimento 2: Longevidade de flores com corte manual de estames e

estilete

Flores cujos estames e estiletes foram cortados no primeiro e no segundo dia perduraram
por trés dias, enquanto flores cortadas no terceiro dia de antese tiveram a mesma longevidade

das flores ndo manipuladas, quatro dias (Figura 8).
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Figura 8: Longevidade de flores de Calibrachoa elegans cortadas manualmente (Mann-
Whitney U=10, z= 3,98, p<0,001 N corte dia 1=15, N controle =10); (U=19,5; z=3,33; p<0,001 N core
dia2=15, N controle =10) € (U=57,5; z=1,10; p=0,27 N corte dia3=15, N controtle =10). @ indica diferengas
estatisticas significantes entre os tratamentos e o controle do Teste Mann-Whitney (P < 0,05).
b indica diferengas estatisticas ndo significantes entre o tratamento e o controle do Teste Mann-
Whitney (P < 0,05).
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5. DISCUSSAO

Estudamos a associacdo entre Calibrachoa elegans e Hexantheda missionica, um
exemplo de interacdo altamente especializada entre planta e abelha oligolética, no Campo
Rupestre sobre canga em Minas Gerais. C. elegans é uma espécie ameacada de extingdo e, tanto
machos quanto fémeas de H. missionica, s&o cruciais para a reproducdo da planta, uma vez que
esta € autoincompativel. Nosso estudo mostra que todas as atividades dirias dos machos de H.
missionica sao associados as flores de C. elegans. Contudo, apesar dos machos serem visitantes
florais constantes e transportarem no corpo pélen de C. elegans, apenas em poucas interagdes
com as flores sdo polinizadores potenciais. Além disso, danos incididos aos estiletes pelos
machos durante a preparacdo dos dormitérios florais apenas impactam negativamente a

reproducéo da planta hospedeira se aplicados no primeiro dia da antese.
5.1. Machos de H. missionica sdo polinizadores de C. elegans?

A principal motivacdo dos machos de H. missionica é a busca por fémeas. Isso explica
seu repertério comportamental de vistoria das flores e seu periodo de atividade que coincide
com o de atividade das fémeas em flores (Vieira, 2019). Machos de certas espécies oligoléticas
podem patrulhar flores onde fémeas coespecificas preferencialmente forrageiam (Alves-dos-
Santos e Wittmann, 2000; Alcock et al., 2010; Oliveira e Schlindwein, 2010). O pico de
atividade dos machos de Protomeliturga turnerae (Andrenidae) também coincide com o horério
de maior frequéncia das fémeas nas flores de Turnera subulata (Turneraceae) (Medeiros e
Schlindwein, 2003).

Apesar dos machos de H. missionica passarem praticamente todo o tempo de vida
associados as flores de C. elegans, somente em 16% dos comportamentos, quando buscam
néctar, sdo potenciais polinizadores efetivos. Entretanto, 0s machos sdo potenciais
polinizadores por serem figis as flores de C. elegans, como demonstrado na analise do polen

depositado na superficie corporea das abelhas.

Como poblen é um recurso critico buscado por fémeas de H. missionica em flores de C.
elegans, fémeas ajustam o periodo de sua atividade de forrageio a oferta de pélen e visitam
preferencialmente flores novas (Vieira, 2019), como as abelhas polinizadores de Petunia
mantiquierensis (Araudjo et al., 2020) e P. secreta (Rodrigues et al., 2018). Machos, no entanto,
ao buscarem por néctar visitam as flores indiscriminadamente. Apesar das flores visitadas
apenas por machos terem uma taxa de frutificagdo menor do que as visitadas apenas por fémeas

(Vieira, 2019), devido a falta de preferéncia dos machos por flores de certa idade e & maior
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abundéncia nas flores, sugerimos que 0s machos de H. missionica tenham um papel

complementar ao das fémeas na polinizacdo de C. elegans.
5.2. O impacto da estratégia reprodutiva dos machos a polinizacio

Estratégias reprodutivas de machos de abelhas oligoléticas nas flores das plantas
hospedeiras das fémeas sdo comuns e podem resultar em visitas florais adicionais durante a
busca de fémeas (Oliveira 2015; Oliveira e Schlindwein 2010; Oliveira et al., 2012; Medeiros
e Schlindwein, 2003, Dutra et al., 2020).

Ao longo do dia, 0s voos de patrulha a procura de fémeas nas flores de C. elegans ocupa
0 maior tempo dos machos de H. missionica. Durante as patrulhas, voam de flor para flor,
reduzem a velocidade ligeiramente quando vistoriam as flores e somente pousam apos
numerosos sobrevoos no limbo das pétalas de alguma flor sem contatar estigma e estames no
tubo floral. Desta maneira, as inspe¢des de flores durante os excessivos patrulhamentos com as
pousadas de descanso nas flores ndo contribuem na polinizacdo da planta. Somente ingestéo de
néctar que ocorre principalmente no inicio de tarde contribui na polinizacéo de C. elegans.

Em outras espécies oligoléticas, a estratégia reprodutiva dos machos, no entanto, deve
aumentar o fluxo de pdlen entre flores coespecificas como em Arhysosage cactorum
(Andrenidae) no qual machos durante a patrulha em flores de Parodia e Gymnocalycium
(Cactaceae) visitam cada flor e frequentemente utilizam o estigma como plataforma de pouso
(Schlindwein e Wittmann 1995, Cerceau et al., 2019). Contatos frequentes com estigmas séo
comuns em patrulhas de machos de Melitoma segmentaria (Apidae) em flores de Ipomoea
(Convolvulaceae) onde essa espécie € oligolética (Pinheiro e Schlindwein, 1998, Pick e
Schlindwein 2011), machos de Bicolletes indigoticus (Colletidae) em flores de Blumenbachia
insignis (Loasaceae) (Siriani-Oliveira et al., 2020) e machos de Ancyloscelis em flores de

Pontederia e Eichhornia (Pontederiaceae) (Alves-dos-Santos e Wittmann, 1999).

Machos de Callonychium petuniae oligolética em Petunia e Calibrachoa no sul do
Brasil (Wittmann et al. 1990) tambem contribuem com a polinizagdo quando voam em posi¢éo
de copula de flor para flor tocando anteras e estigmas (Wittmann et al. 1990). Desta maneira,
as carateristicas comportamentais das estratégias reprodutivos dos machos nas flores das

plantas hospedeiras das fémeas definem o papel dos machos como polinizadores.



30

5.3. Qual o impacto do emprego de flores de C. elegans como dormitérios na formacéo

de frutos e sementes?

Machos de H. missionica ndo polinizam as flores de C. elegans enquanto dormem nas
flores, uma vez que que cortam estames e estilete para se acomodarem na corola. O corte do
estilete tem sido considerado impacto exclusivamente negativo para frutificagcdo e formagéo de
sementes (Stehmann e Semir, 2001; Danforth et al. 2019). No entanto, nosso estudo demonstra
que flores ja polinizadas quando os machos aplicam os cortes podem formar frutos de acordo

com a idade da flor que foi escolhida para estabelecer o dormitorio.

A amplitude dos horarios na qual os machos cortam os estames e estiletes ocorre devido
as variagdes nas condigdes ambientais do local, que sdo instaveis, portanto, machos podem
cortar varias flores ao longo do dia (observacdo pessoal). Machos também se abrigam em
condi¢des ambientais adversas, quando chove ou esfria, ao longo do dia. Fémeas também foram

observadas cortando e dormindo em flores de C. elegans (observagéo pessoal).

Nas buscas de flores para dormitério, machos néo apresentaram preferéncias por flores
novas ou velhas (a partir do segundo dia). Isso € um fator importante a se considerar no impacto
do corte de estames e estilete por machos em flores de C. elegans, uma vez que, como foi
confirmada a hipotese do experimento “Frutifica¢do de flores com corte manual de estames e
estilete em diferentes horarios”, flores de primeiro dia apresentam baixas taxas de frutificagao,
que ocorreram devido ao ndo crescimento do tubo polinico e consequente fecundacdo dos
ovulos. Flores cortadas manualmente mais de 24h apés a polinizacdo, tiveram altas taxas de
frutificacdo devido a germinacéo do pélen e o desenvolvimento do tubo polinico que ja atingem

0 ovario e 0s Gvulos ap6s 24 horas, em polinizacdo cruzada (Stehmann e Semir, 2001).

Flores cujos estames e estilete sdo cortados no segundo dia ndo sdo impactadas
negativamente, uma vez que, mesmo cortadas, podem frutificar. Portanto, os machos causam
um impacto negativo apenas nas flores de primeiro dia. Além disso, vimos que o nimero de
sementes ndo varia entre os tratamentos, ou seja, mesmo com baixa taxa de frutificacdo, os
frutos provenientes de flores de primeiro dia podem produzir a mesma quantidade de sementes

que os frutos provenientes de flores de segundo dia.

Concluimos que o impacto causado por machos de H. missionica ao utilizar flores de C.
elegans como dormitorio € baixo e depende de uma série de fatores, como a idade floral e o
tempo de corte dos estames e estilete. Além disso, os machos também exercem um papel de

polinizadores complementares as fémeas em C. elegans. Sugerimos estudos futuros sobre
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andlises detalhadas do comportamento dos machos de abelhas oligoléticas em outros sistemas
e sua contribuicdo para avaliar o papel do macho como polinizador. Adicionalmente, é
importante se estudar a estratégia reprodutiva dos machos detalhadamente para se entender seu

sistema reprodutivo e sua relagdo com a planta e, consequentemente, com a polinizacéo.
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