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RESUMO

As interagdes inseto-planta sdo moldadas evolutivamente pela relagdo com o ambiente,

que por sua vez influencia nas caracteristicas funcionais das plantas. Em um contexto
espacial considerando a distribuicao de recursos, as abelhas forrageiam de forma a
aumentar seu fitness maximizando a obtencdo do recurso € minimizando o tempo e
energia gastos no forrageamento. As relacdes mutualisticas entre insetos e plantas tém um
papel na evolugdo das caracteristicas ou tragos funcionais das plantas, como por meio da
sinalizacdo visual. As abelhas localizam e utilizam os recursos na paisagem utilizando
pistas ou sinais visuais e olfativos, sendo a comunicacao visual importante para a detec¢ao
dos estimulos e para as preferéncias das abelhas em forragear ou ndo em determinada
mancha de recursos. As Sapucaias (Lecythis pisonis) foram utilizadas neste trabalho
experimental com objetivo de verificar a influéncia do conjunto de folhas e flores
formando um possivel atrativo visual, na visitagao floral por diferentes espécies de
abelhas. Foram avaliados a quantidade de visitas aos ramos em que folhas coloridas em
volta das flores foram removidas, reduzindo assim o display de atracdo, em relagdo a
ramos intactos em arvores de Sapucaias no municipio de Belo Horizonte. Para isso foram
feitas filmagens das interagdes entre abelhas e flores, possibilitando a identificagdo de
guildas funcionais de abelhas, duracdo da visita e comportamento. As visitas foram
realizadas por dez morfoespécies de abelhas, com maior frequéncia de abelhas de
pequeno porte. Nao encontramos diferenca das varidveis analisadas entre as
inflorescéncias com atrativo visual (display) representado pelas folhas ndo-verdes e flores
em comparagdo com apenas as flores. O tamanho do atrativo visual considerando uma
distancia local para as abelhas ndo alterou a visitagdo floral, mas as folhas rosas sdo
visualmente distinguiveis das flores pelas abelhas, o que deve guiar a localizacao do
recurso a curtas distdncias no fundo de folhas nao-verdes. Desta forma podemos supor
que outra escala visual atua na atragdo de abelhas grandes polinizadoras de L. pisonis e
que caracteristicas florais sejam utilizadas na decisdo do forrageio pelas abelhas em

Sapucaias.

Palavras-chave: Atracdo visual; Forrageio; Lecythis pisonis; Lecythidaceae; Visitagcdo

floral; Abelhas.



ABSTRACT

Plant-insect interactions are evolutionarily shaped by the environment and it influences
plant functional traits. In a spatial context considering the resource distribution, bees
forage to increase their fitness by maximizing the acquisition of the resource and by
minimizing the foraging time and energy costs. Mutualistic relationships between insects
and plants have a role in character evolution and plant functional traits, such as through
visual signaling. Bees can find resources in the landscape using visual or olfactory cues,
and visual communication is important to detect stimuli and bees' preferences for foraging
or not in a given patch. The Sapucaia trees (Lecythis pisonis) were used in this
experimental study to investigate the influence of the combination of leaves and flowers,
forming a potential visual attractant, on floral visitation by different bee species. The
number of visits to branches when coloured leaves around flowers were removed in
relation to intact branches in Sapucaias trees in Belo Horizonte municipality was
evaluated. The visits were conducted by ten morphospecies of bees, with a higher
frequency of small-sized bees. We found no difference in the number of visits, duration
of visit and behaviour of bees interacting with Sapucaia flowers by removing non-green
leaves. The size of the display, considering the close distance to bees, did not change
visitation, but the pink leaves are visually distinguishable from the flowers, which should
guide the location of the resource at short distances against the background of non-green
leaves. In this way, we can assume that another scale attracts large bees that pollinate L.

pisonis and that bees in Sapucaias use floral characteristics in their foraging decision.
Keywords: Visual attraction; Foraging; Lecythis pisonis; Lecythidaceae; Flower

visitation; Bees.
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1. INTRODUCAO

Interagdes entre insetos e plantas envolvem um continuum de formas de
exploracdo de recursos, da pilhagem (roubo) de recurso até os mutualismos, que
beneficiam ambos os organismos interagentes. A distribuicao dos recursos entre e dentre
individuos determina muitas vezes a forma como os organismos encontram recompensas
nutricionais e as variagdes no forrageio entre e dentre manchas (Grab et al. 2019, Peralta
et al. 2023). Além disso, ha uma variedade de estratégias reprodutivas das plantas e um
trade-off da alocagdo dos recursos para distintas fun¢des para garantir a reproducdo
(Roddy et al. 2021). Insetos polinizadores - como as abelhas, moscas e borboletas - se
orientam em busca de recursos usando pistas visuais e olfativas, muitas vezes de maneira
simultanea, de forma que tanto as cores quanto o odor das flores podem ser igualmente
importantes para determinar a preferéncia de polinizadores (Lucas-Barbosa et al. 2015).
Tracos florais como a cor (e.g., Trunschke et al. 2021, Erickson & Pessoa 2022), a forma
(Arnon et al. 2009, Solis-Montero & Vallejo-Marin 2017), o tamanho (Teixido et al. 2018,
Kuppler & Kotowska 2021), o odor (Wong et al. 2023), e a quantidade e qualidade dos
recursos florais ofertados (Cartar, 2004, Rowe et al. 2020) tém sido extensivamente
estudados e sugere-se a importancia tanto de organismos mutualistas quanto antagonistas
na evolucdo do display floral (Roddy et al. 2021). Os polinizadores, por exemplo,
detectam as flores via diferentes canais sensoriais, como a visao e o olfato, e associam as
pistas visuais e olfativas com o recurso ofertado pelas flores (Milet-Pinheiro et al. 2012,
van der Kooi et al. 2023), influenciando assim a dire¢do da interagdo € o sucesso

reprodutivo das plantas.

Como as abelhas encontram recursos tanto em paisagens naturais e/ou

modificadas tem sido o alvo de iniimeros estudos (e.g., Boscolo et al. 2017, Hartel &
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Steffan-Dewenter 2014, Youngstead & Keighron 2023) que avaliam as interagdes neste
contexto. Sugere-se que para localizar o recurso durante o seu forrageio, as abelhas
identificam e wusam pistas que permitem distinguir recursos recompensadores,

normalmente através de pistas visuais e olfativas (Burger et al. 2010).

O contexto espacial dos recursos ¢ de certa forma integrado com as pistas
sensoriais € em escalas mais locais os polinizadores podem explorar combinagdes
especificas de cor e odor de maneira a maximizar o forrageio e selecionar flores com
recompensas. Entretanto, a comunicacao visual e olfativa entre plantas e polinizadores
também pode ocorrer em escalas mais amplas como a das comunidades de plantas (Wong
et al. 2023) e na escala da paisagem (Boscolo et al. 2017), de forma que a aparéncia dos
individuos, a concentragdo dos recursos, o display floral dos individuos, e o contraste ou
background das flores em relacdo as outras partes das plantas podem influenciar a

quantidade de visitas e o tempo dispendido em uso do recurso.

O efeito da coloracdo das folhas de plantas em interagdes de herbivoria e predagao
estdo estabelecidos na literatura, sugerindo que folhas coloridas (ndo-verdes) podem
funcionar como uma estratégia anti-herbivoria ou uma estratégia para maximizar a
predacdo de insetos herbivoros (Kursar et al. 1992). Entretanto, o contraste da folhagem
com as flores, e a for¢a seletiva do background ("pano de fundo") das flores nas plantas
ainda € pouco avaliado no contexto das interagdes mutualisticas entre insetos e plantas.
Assim, explorar de maneira experimental como os polinizadores encontram recursos em
paisagens que oferecem multiplos sinais olfativos e visuais, muitas vezes contrastantes,
auxilia no entendimento da pressdo seletiva causada pelo ambiente e pela paisagem na

maximizagdo da busca e encontro de recursos.

A conversao de ambientes naturais a centros urbanos esta entre as mais drasticas

alteragdes da paisagem, com mudancas que vao desde a supressdo da vegetacdo a
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alteracdes bidticas e abidticas (Ayers et al. 2021), com consequente perda de
biodiversidade e mudancgas na composicao de espécies, tanto de plantas quanto de insetos
(Elmgvist et al. 2013, Cornelissen et al. 2023). Porém, na tltima década, muitos estudos
passaram a explorar o potencial das cidades como refugio para a diversidade biologica
sendo esta alvo do planejamento urbano atualmente (Aronson et al. 2017, Oke et al.
2021). Estudos apontam espagos urbanos como potenciais refligios para abrigar
populagdes de abelhas (Hall et al. 2017, Silva et al. 2023), e os jardins urbanos, se bem
planejados, contribuem para a manutencdo das espécies nesses ecossistemas e o
fornecimento do servigo ecossistémico, como a polinizacdo. Sabe-se que o0s
polinizadores, mesmo em ambientes modificados como as cidades, utilizam pistas na
paisagem para localizar a mancha do recurso a longas distancias, além de utilizarem pistas
visuais a curtas distancias durante a visitacao floral, como os guias de néctar e os centros
escuros chamados de bull’s eye (Hansen et al. 2012). Alguns atributos das cores sdo
utilizados pelos polinizadores para localiza¢do do recurso, como os contrastes cromatico
e acromatico (van der Kooi et al. 2022). O contraste cromatico determina quais cores sao
cripticas ou conspicuas em um ambiente (Endler, 1993, Martins et al. 2021a) e
experimentos indicam que quanto maior o contraste entre a flor e o background, maior ¢
a frequéncia de aproximacdes de visitantes florais (Lunau et al. 1996) e a duragdo da visita
¢ maior (Mitchell et al. 2004). Cores mais conspicuas, ou seja, que apresentam um
contraste maior com o fundo sdo bem discriminadas aos olhos de polinizadores e
dispersores de sementes (Renoult et al. 2013). Ou seja, evolutivamente, o fundo no qual
as cores sao vistas exerceu uma pressao seletiva aos olhos dos visitantes florais e estes
contrastes podem ser otimizados em diferentes tipos de vegetagao (Martins et al. 2021b).
As abelhas podem utilizar pistas a diferentes distancias de um objeto, utilizando um

processamento global e local da imagem (Avargues-Weber et al. 2015).
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Nesse contexto, utilizamos o sistema de estudo formado por uma planta de
distribuicdo tropical - Lecythis pisonis (Lecythidaceae) - popularmente conhecida por
Sapucaia e que apresenta folhas coloridas (ndo verdes) na fenofase da floragao (Figura
1). Sugerimos e testamos experimentalmente duas hipdteses. A primeira hipotese € de
que as folhas rosa de Sapucaias aumentam o display floral em relagdo as folhas verdes.
Assim predizemos que folhas rosas junto as flores desempenhariam um papel de atrativo
visual, com baixo contraste cromatico entre as estruturas em um modelo de visdo global
de polinizadores, € menor contraste entre folhas rosas e flores do que entre folhas verdes
e flores. Uma vez que ocorre uma mudanca gradual na colorac¢do das folhas e flores de
Sapucaias em um periodo relativamente curto, avaliamos o perfil de refletancia de flores
e folhas em diferentes cores e construimos modelos de percepcao de cores para as abelhas.
Nossa segunda hipotese ¢ de que a visitagado floral por polinizadores sera maior em flores
com um fundo rosa do que sem o fundo rosa. Nos predizemos que (i) havera maior
quantidade de visitas nos ramos com folhas rosas junto de flores (ii) a duragdo das visitas
serd maior e (ii1) havera maior nimero total de aproximagoes, pouso € manipulacao das
flores nos ramos com folhas rosa. Para testar essas hipdteses, caracterizamos as interagoes
dos visitantes florais em individuos adultos de Sapucaias, visando entender o papel das
folhas rosas como possivel componente para atragdo das abelhas em um experimento em
que removemos as folhas rosa de ramos com flores e comparamos com ramos floridos
em que as folhas rosas foram mantidas. Dessa forma, testamos se as folhas rosadas das
Sapucaias maximizam a coloragdo rosa e roxa das flores, funcionando como um grande
display na paisagem, influenciando positivamente o encontro de recursos e a visitagao
dos polinizadores em cidades. Por fim, avaliamos ainda se o tamanho das abelhas

influencia na frequéncia de interagdes com flores, hipotetizando que a paisagem urbana
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funcione como um filtro ambiental para abelhas de grande porte, reduzindo assim sua

frequéncia de ocorréncia nas flores de Sapucaias.

Setembro/
/ Outubro \
Y . 4. Setembro Outubro
Julho a Novembro a
Agosto Maio

Figura 1. Representacdo esquematica da fenologia de Sapucaia (Lecythis pisonis,
Lecythidaceae) indicando a troca de cor das folhas durante as estagdes do ano. As folhas
cor de rosa sdo encontradas quando as plantas refolham, na transicdo entre as estacdes
seca e chuvosa e coincidem com a florada nessa espécie, durando cerca de um més
(setembro). Entre novembro a maio (estagdo chuvosa) as arvores apresentam a copa

completamente verde e na estag@o seca e fria as arvores ficam amareladas e perdem as
folhas.
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2. METODOS

2.1 Sistema de estudo

A espécie estudada, Lecythis pisonis (Lecythidaceae), ¢ uma arvore da Mata
Atlantica e da Amazonia, com até 50m de altura. As folhas tém a margem crenada, e
apresentam mudanga de coloracdo ao longo do desenvolvimento. Ao brotarem, na
transicdo entre a estacdo seca e chuvosa e inicio da primavera, as folhas apresentam
coloracdo rosa (Figura 1), devido ao fenomeno conhecido como "delayed greening" que
pode ser caracterizado pela falta de clorofila nos tecidos foliares no inicio do
desenvolvimento destas (Kursar et al. 1992). As antocianinas, pigmentos vegetais que dao
coloracdes rosa e vermelha as estruturas, sao o principal pigmento presente nessa faseA
fase das folhas com coloragdo rosa coincide com a florada nessa espécie e gradualmente,
as folhas adquirem a coloragdo esverdeada e os frutos sao formados (Smith, 2020). As
flores estdo dispostas em inflorescéncia em racemos, apresentam cor roxa, rosa e branca
nas pétalas e no capuz estaminal. A floragdo acontece no més de setembro, junto com a
emergencia de folhas novas e coloridas.

Este estudo foi conduzido em areas verdes urbanas em Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil. Nesta cidade ha presenca de cerca de 500 mil individuos de arvores de
diversas espécies, distribuidas pelos diferentes espacos urbanos € em torno de 200
individuos de sapucaias (Belo Horizonte, 2021), varias delas plantadas em carater
ornamental. Foram selecionadas algumas areas de acordo com a presenca de Sapucaias,
localizadas principalmente na regido Centro Sul e Pampulha, onde se registra o maior
adensamento dessas arvores na cidade. Todos os individuos de Sapucaia selecionados
para esse estudo estavam localizados dentro do perimetro urbano, em regioes residenciais
e dentro da Universidade Federal de Minas Gerais, campus Pampulha (Material

Suplementar S1), totalizando quinze individuos adultos em floragao.
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2.2 Coleta de dados

Experimento de visitacdo floral em ramos controle e tratamento

Este estudo foi conduzido nos meses de setembro e outubro de 2022. Para avaliar
o efeito da coloragao das folhas rosa juntamente com as flores, nos 15 individuos de L.
pisonis foram marcados dois ramos em partes distintas da copa que apresentavam
caracteristicas semelhantes em termos de folhagem rosa e flores. Nesses individuos, dois
tratamentos foram aplicados: 1) a remogao das folhas rosa ao redor das flores em um dos
ramos (ramo experimental) e 2) a manutenc¢ao das folhas rosa ao redor das flores em outro
ramo (ramo controle). A remogdo das folhas rosa foi feita através de poda com podao
telescopico e contou-se o numero de flores em cada um dos ramos controle e
experimental. Estes ramos eram espacados no minimo 2 metros entre si e foram filmados
simultaneamente com cadmeras GoPro Hero9®, posicionadas em uma haste adaptada
durante 30 minutos (Figura 2). As filmagens foram feitas em dias ndo chuvosos e claros,
apos a antese da flor, entre 9 e 14 horas. Foram feitas duas amostragens em cada arvore,
em horarios distintos, na parte da manha e no inicio da tarde e todas as 15 arvores foram
filmadas pelo menos uma vez durante o tempo estimado. Os ramos controle e tratamento
foram assim avaliados de forma pareada e filmados simultaneamente, no mesmo intervalo
de tempo e nas mesmas condigdes. Foram contabilizados também o niimero de flores
abertas em cada ramo filmado e a quantidade de flores de coloracao roxa (flores novas) e

brancas (flores velhas).



Figura 2. Coleta de dados em sapucaias na paisagem urbana de Belo Horizonte, MG. Em
A) Folhas de coloragdo rosa e verde em individuo de sapucaia no més de outubro de 2022;
B) Detalhes da inflorescéncia de sapucaia e coloragao rosa das folhas coincidindo com a
florada; C) e D) Filmagem de ramos de sapucaia com e sem as folhas cor de rosa.
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Analise dos videos em ramos controle e tratamento

As filmagens dos ramos totalizaram 25h e 21 minutos. Os videos foram avaliados
em laboratorio e quantificou-se variaveis associadas a visitagao floral em ramos com e
sem as folhas rosas. Para testar o efeito da cor das folhas rosa de Sapucaia foram
calculados 1) o numero de visitas florais por insetos, 2) o tempo de visita ¢ 3) o
comportamento dos visitantes em ramos nos dois tratamentos. O nimero de visitas foi
representado pela interagdo com as flores ou aproximag¢ao ao ramo, ndo necessariamente
tocando estames ou estaminoides. De todas as abelhas que visitaram as flores,
contabilizamos a durag¢do da visita em segundos. Em amostras com visitas realizadas
apenas pelo polinizador dessa espécie - Xylocopa sp. - considerou-se a média dessas
visitas para comparagao dos grupos controle e tratamento. O comportamento das abelhas
visitantes foi classificado em uma das trés categorias: aproximacdo, pouso ou
manipulacdo do recurso. As abelhas poderiam apenas se aproximar dos ramos, pousar na
flor em qualquer uma de suas partes florais (por exemplo, pétala ou botao floral) ou
manipulacdo floral quando a abelha busca o recurso no estaminoide ou toca as estruturas
reprodutivas. A identificagdo taxondmica dos visitantes foi feita a nivel de género quando
a imagem permitia essa resolucdo para identificagdo. As abelhas filmadas foram
classificadas em trés categorias de acordo com o tamanho: abelhas pequenas (<Smm),
abelhas médias (5 a 10 mm) e abelhas grandes (>10mm) (Silveira et al. 2002). Individuos
que nao foram identificados nas filmagens e apenas morfotipados ndo foram avaliados

em termos de tamanho corporal.

Avaliacio das cores de folhas e flores de sapucaias
Para construir curvas de refletancia de folhas e flores de sapucaias, utilizamos 6

individuos adultos que possuiam folhas e flores em todas as fases de desenvolvimento.
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Para as flores, utilizamos as partes florais consideradas visualmente mais atrativas aos
polinizadores, como a corola e o capuz estaminal e também as estruturas onde se
localizam os recursos e estruturas reprodutivas (estaminoides e estames). Para as folhas,
usamos folhas rosa e folhas verdes de um mesmo individuo coletadas simultaneamente,
totalizando 18 flores, 18 folhas rosa e 18 folhas verdes dos mesmos 6 individuos. Foram
medidas 4 estruturas florais e folhas de duas cores, utilizando 3 repeti¢des em flores e
folhas diferentes. As flores e folhas foram coletadas em campo, acondicionadas em
isopores e transportadas ao laboratério. As medidas de refletancia foram feitas com o
auxilio de um espectrofotdometro (USB2000+UV—VIS-ES, Ocean Optics), com um
angulo de 45° da superficie circular de 3mm? a ser medida. A distancia entre a superficie
e o detector de luz foi colocado a 0.5cm utilizando um suporte (RPH-1, Ocean Optics). A
iluminagao foi fornecida com uma fonte de luz de xénon pulsante (PX-2, 220—750 nm,
Ocean Optics). Uma cor branca de referéncia feito de Spectralon® (WS-1-SL, Ocean
Optics Inc.) foi usada para calibrar as medidas de refletancia e usou-se o software
SpectraSuite (Ocean Optics) para o processamento.

Para avaliar os padrdes de refletancia de folhas e flores da sapucaia e a importancia
dessas para as abelhas visitantes, utilizamos o modelo hexagonal de visdo tricromatica
proposto para himendpteros (Chittka et al. 1992), ja4 que a presenca de fotorreceptores
para UV, azul e verde ¢ um trago bem conservado neste grupo (Peitsch et al. 1992). O
limiar de discrimina¢do de cores utilizado foi de 0.07 unidades de hexdgono, conforme
estabelecido em estudos comportamentais e psicofisicos com abelhas dos géneros Apis e
Bombus (Dyer et al. 2006). O contraste entre as estruturas florais e as folhas das sapucaias
foi avaliado pela distancia entre os loci cromaticos de cada estrutura (e.g., pétalas) e o
centro do modelo do hexagono (cor do fundo: folhagem). A distancia euclidiana entre os

loci de duas estruturas florais (Delta S) também foi analisada como medida de contraste
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entre as mesmas. Foram utilizados como a cor do fundo (onde ocorre adaptagdo visual
nos mecanismos de visdo) folhas rosas ou as folhas verdes de sapucaia, com o objetivo
de testar como as flores sdo distinguiveis para as abelhas nestas diferentes situagdes. Vale
ressaltar que o fundo verde foi usado de forma hipotética, uma vez que as flores da
sapucaia sempre florescem no fundo de folhas rosa. O objetivo deste modelo hipotético
foi testar se o fundo de folhagem rosa poderia oferecer maior ou menor contraste das
estruturas florais de sapucaia em relacdo a um fundo de folhagem verde, convencional
nas angiospermas. Além disso, considerando uma visdo a longa distancia das abelhas, as
manchas de folhagem rosa podem aparecer sobre um fundo de folhagem verde,
considerando uma escala espacial mais abrangente. Dessa forma, modelizamos a visao
das abelhas em duas distancias diferentes da fonte de recursos: a curta distancia com o
fundo de folhas rosas (visao local) e a longa distancia com o fundo de folhas verdes (visao
global).

O contraste do receptor foi calculado a partir da excitacdo que as estruturas geravam nos
cones S, M e L (S= sensiveis a comprimentos de onda curto Amax = 344 nm, M= sensiveis
a comprimentos de onda médio A max = 436 nm e L= sensivel a comprimento de onda
longo; A max = 544 nm) dividido pela excitagdo gerada pela cor do fundo (verde ou rosa).
A cor do fundo foi usada como o ponto acromatico, em que nao ha contraste com um
objeto de mesma cor. Os valores perto de 1.0 possuem menos contraste do que valores
distantes de 1.0, o que foi obtido pela divisdo do valor de excitagdo normalizada para cada
fotorreceptor do objeto e do fundo (Dyer et al. 2008). As analises foram feitas utilizando

o software R 4.2.1 (2022), e o pacote pavo (Maia et al. 2019).
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2.3 Analises Estatisticas

Para avaliar o efeito da presenga de folhas cor de rosa nas variaveis associadas a
visita de polinizadores, utilizamos modelos lineares generalizados mistos (GLMMs)
avaliando cada varidvel resposta das abelhas separadamente. Utilizamos a variavel
identidade da arvore como fator aleatério em todos os modelos e as varidveis resposta
foram o numero de visitas, o tempo de visita e o0 comportamento dos visitantes enquanto
a variavel preditora foi o tratamento (ramos com ou sem as folhas rosa). Como nao houve
diferenga significativa entre o nimero de flores presentes nos ramos entre tratamentos,
essa variavel foi excluida das andlises. As diferentes amostragens de um mesmo individuo
em dias diferentes foram somadas antes de serem incorporadas nos modelos. Para os
dados de nuimero de visitas utilizou-se a distribui¢do binomial negativa do tipo II
(nbinom?2), para dados de duragdo das visitas foi usada a distribui¢do gamma e para
comportamento foi utilizada a distribuicdo binomial. Utilizamos os pacotes Ime4 e

glmmTMB (Brooks et al. 2017) no software R para a condugdo das anélises.

3. RESULTADOS

Visitacdo em flores de sapucaias por abelhas

Foram registradas um total de 156 interagdes de abelhas com sapucaias, e pelo
menos 10 morfoespécies de abelhas foram encontradas nas flores. Destas interacdes, 82
foram observadas nos ramos com folhas cor de rosa e 74 nos ramos em que as folhas cor

de rosa foram removidas. Entretanto, apenas uma fracao das abelhas pode ser classificada
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por tamanho a partir da identificagdo do género. A maioria das intera¢des foi feita por
abelhas pequenas nao polinizadoras de Sapucaia, como Trigona spinipes e outras abelhas
consideradas de tamanho pequeno na literatura como as do género Tetragona. Apis
melifera e Xylocopa sp. tiveram uma frequéncia similar e menor de interagdes do que
abelhas pequenas, que apareceram interagindo cerca de quatro vezes mais que abelhas
médias e grandes (Tabela 1). Em diversas vezes observou-se a presencga de Xylocopa sp.
ao redor das arvores, mas nem sempre essas interacdes foram de fato capturadas nos
videos e registradas nos ramos marcados e filmados das sapucaias. Também foi observada
a presenca de abelhas Bombus sp., Centris sp., Augochlora sp. e algumas espécies de
Meliponini. Outros insetos também foram observados interagindo com as flores, como

vespas, moscas e formigas.

Tabela 1. Proporcao de visitas por abelhas pequenas, médias e grandes nos ramos
controle (com folhas cor de rosa) e tratamento (folhas cor de rosa removidas) de
sapucaias. O tamanho das abelhas foi classificado de forma categorica de acordo com
Silveira et al. (2002).

Tamanho da abelha Numero de visitas

Ramos Ramos

Controle Tratamento Visitas
Pequena
(<10mm) 22 (71%) 28 (66.6%) 50
Média
(entre <10 e < 15 mm) 7 (22.5%) 5 (11.9%) 12
Grande
(> 15 mm) 2 (6.5%) 9 (21.4%) 11

Total= 31 Total= 42 Total= 73

Visitacao floral em ramos com diferentes cores de background
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O ntimero de visitas por abelhas em flores de sapucaias nos ramos com folhas rosa
e sem folhas rosa ndo foi diferente (Chi = 0.0039, d.f.=1, p=0.95, Figura 3A). O numero
médio de visitas por abelhas nos ramos controle e tratamento foi de 3.26 = 1.11 (EP) e
292 £ 0.93 (EP), respectivamente. O numero de flores totais e flores roxas (ndo
senescentes) ndo foi diferente entre as amostras e, portanto, a taxa de visitagdo pode ser
comparada entre os ramos controle e tratamento (Material Suplementar S2).

As abelhas permaneceram em média 36.96 + 10.39 (EP) segundos visitando as
flores dos ramos controle e 28.15 + 11.46 (EP) segundos visitando as flores dos ramos
tratamento (Figura 4B). Houve grande variagdo no tempo de visita ¢ permanéncia das
abelhas nas flores, mas considerando o tempo médio das visitas, ndo houve diferenca
significativa entre os ramos controle e tratamento (Chi = 0.2931, p= 0.588). As abelhas
do género Xylocopa, reportadas como polinizadoras desta espécie, permaneceram por
menos tempo que a média geral de tempo de visita por todas as abelhas nos ramos (Figura
4B). A frequéncia de aproximagdes, pouso € manipulagdes das flores também ndo foi
diferente entre os tratamentos (Figura 4C) (Aproximagdo: Chi= 0.766, d.f. =1, p=0.38;

Pouso: Chi=0.460, d.f.=1, p=0.49; Manipulacao: Chi =0.193, d.f.=1, p=0.66).
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Figura 3. Visita¢do floral em Sapucaias em dois tratamentos (ramos com folhas rosa =
controle, ramos sem folhas rosa = tratamento). Em (A) o nimero de visitas e (B) a média
da duragdo da visita das abelhas em sapucaias. Cada ponto representa uma arvore e o
nimero de visitas total em cada grupo (controle e tratamento). Pontos roxos indicam
média de tempo de visita de Xylocopa sp. A duragdo da visita possui um nimero menor
de pontos devido as amostragens com zero visitas. Em (C), nimero de observagdes de
cada tipo de comportamento (A= Aproximagdo, AP= Aproximagdo e pouso,
M=Manipula¢ido) nos ramos do controle e nos ramos do tratamento. Em (D) uma
representacdo dos ramos controle e tratamento.

Cores de flores e folhas de sapucaia e modelos visuais das abelhas

As folhas rosas possuem dois picos de refletancia, um entre 400 e 500nm (luz na
faixa do azul) e outro entre 600 e 700nm (luz na faixa do vermelho) (Figura 4A). As
folhas verdes possuem um pico entre 500 e 600 nm. As folhas rosas de sapucaia
apresentaram perfil de refletincia claramente distinto (Figura 4A). Em relacdo as
estruturas da flor, o capuz estaminal e a pétala - estruturas importantes no display floral

para atragdo de polinizadores- possuem curvas espectrais similares, com picos de
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refletancia entre 400 e 500nm e maior porcentagem de refletancia entre 600 e 700nm
(Figura 4A). Esta tltima faixa de comprimento de onda € pouco visivel para as abelhas.
Cabe ressaltar que ha refletancia da luz ultravioleta (300 a 400nm) nas pétalas e no capuz
estaminal, estruturas de cor violeta aos olhos humanos (Figura 4A). Anteras e
estaminoides, estruturas de coloracdo amarelada aos olhos humanos, possuem perfil de
refletancia similar, com refletancia crescente a partir de ~ 350nm (UV), atingindo um
maximo entre 500 e 700nm (Figura 4A).

Em um cenario de visdo global em vegetagdo natural ou mesmo na paisagem
urbana, as folhas verdes compdem o fundo da paisagem e possuem um contraste de 0.214
e 0.256 unidades de hexagono com as folhas rosa e a pétala, respectivamente (Figura 4B),
com contraste maior no receptor médio para azul (Material Suplementar S3). Em uma
visdo local dos ramos floridos de sapucaia, os padroes de refletancia espectral das pétalas
e do capuz estaminal possuem consideravel semelhanga ao padrdo do fundo de folhas
rosa (Figura 4A), sendo distinguiveis para as abelhas, com contrastes de 0.182 e 0.195
unidades de hexdgono (Figura 4B). A discriminagdo cromadtica destas estruturas florais
em fundo de folhas rosa envolve principalmente o contraste do receptor UV (Material
Suplementar S3), visto que a flor, mas ndo as folhas rosas refletem luz na faixa do UV
(Figura 4A). A folha verde plotada no hexdgono foi utilizado para comparar as distancias
(Delta S) entre as estruturas florais e cada fundo. Os menores valores de Delta S de 0.182
e 0.195 das pétalas e do capuz estaminal, respectivamente, indica que essas estruturas sao
mais semelhantes as folhas rosas e se contrastam mais com as folhas verdes, que possuem

Delta S maior com as estruturas florais.
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Figura 4. Perfis de refletancia de folhas e flores de Sapucaias. Em (A) curva de refletancia
da folha rosa (m) e folha verde ( A) da Sapucaia, e das partes externas e internas da flor,
pétala (@), capuz estaminal (@), antera () e estaminoide (). (B) Localizagdo das cores
das folhas e flor de Sapucaia no modelo visual de abelhas. Cada ponto representa a média
calculada para pétala, capuz estaminal, antera, estaminoide no fundo de folha rosa. O
capuz estaminal estd sobreposto a pétala, por isso o simbolo ndo aparece na figura. As
anteras se localizam na regido verde-UV e estaminddios e pétalas na regido UV.

4. DISCUSSAO

As plantas normalmente usam sinais de cores para a comunicagdo com animais
(Lev-Yadun 2016), sejam esses mutualistas como o caso das abelhas polinizadoras, ou
antagonistas, como o caso dos florivoros, herbivoros e predadores. A cor das flores tem
sido extensivamente estudada como fator importante na evolug¢do das interagdes entre
animais e flores (Reverté et al. 2016, Roddy et al. 2021) mas a observagdo de que as
folhas coloridas também podem influenciar na poliniza¢do ainda ndo foi abordada na
literatura ecoldgica dos mutualismos. Observamos que Lecythis pisonis ¢é visitada por
uma diversidade de abelhas, com interagdes que possuem grande variagdo tanto no tempo

de visita, quanto na manipulagdo e uso do recurso e também no tamanho de abelhas que
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visitam as flores. Xylocopa sdo reportadas como polinizadores de L. pisonis (Mori et al.
1981), e os géneros de abelhas de tamanho grande (Silveira et al. 2002) polinizam as
espécies irmas de L. pisonis. As castanheiras Bertholletia excelsea no norte do pais
tiveram como potenciais polinizadores espécies do género Centris, Eulaema, Eufriesea e
Xylocopa (Cavalcante et al. 2012). Uma espécie de planta do Cerrado, Eschweilera nana,
¢ polinizada por abelhas grandes, dos géneros Bombus, Centris, Epicharis, Eufriesea,
Eulaema e Xylocopa (Potascheff et al. 2014). Nossos resultados indicam que, apesar das
folhas cor de rosa aumentarem o display floral por apresentarem menor contraste com as
flores que as folhas verdes, ndo ha diferenca na visitagdo de abelhas em ramos sem as
folhas cor de rosa, indicando que na escala avaliada, a cor das folhas ndo influencia na
forma que as abelhas encontram as flores na paisagem.

A frequéncia da visitagdo de abelhas em flores ¢ influenciada pelo contexto da
paisagem e a distribuicdo dos recursos em diferentes escalas (Peralta et al. 2023).
Diversos tragos funcionais influenciam multiplas dimensdes ecoldgicas, desde a
performance de um individuo no ambiente (tracos de resposta, Jenkins et al 2007), as
interacdes entre as espécies (tracos de interagdes, Bartomeus et al. 2016) e a contribuig¢do
para processos ecologicos (tracos de efeitos, Foldesi et al. 2021). Nesse estudo avaliamos
as cores de folhas de Sapucaias como um trago de resposta, de interacdo e também de
servico ecossistémico prestado por abelhas. A cor rosa das folhas em Sapucaias indica um
acimulo de antocianinas e auséncia de clorofila e estd comumente associada a
fotoprote¢ao das folhas na estacdo seca e fria, como ocorre com plantas da regido
temperada (e.g., Archetti 2009, Renner & Zonner 2019) evidenciando assim que pode ser
um trago de resposta as caracteristicas do ambiente. Estudos anteriores em plantas com
folhas coloridas (ndo-verdes) sugerem que insetos herbivoros consomem em menor

frequéncia e menor intensidade folhas coloridas de algumas Angiospermas (e.g., Green
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et al. 2015, Menzies et al. 2016), indicando que a cor das folhas pode ser um traco de
interagdo com antagonistas. Para as Sapucaias, entretanto, um estudo anterior (Gomes &
Cornelissen 2022) realizado em areas antropizadas mostrou que ndo ha diferencas na
herbivoria em folhas cor de rosa, folhas em transi¢do e folhas completamente verdes,
indicando que a cor pode ndo ser um trago importante de interacdo com insetos
antagonistas. Para os insetos mutualistas como as abelhas em Sapucaias, nossos
resultados experimentais indicaram que a cor pode ndo ser um trago de efeito (servigo
ecossistémico da polinizagdo), uma vez que ndo houve diferengas na visita e
comportamento das abelhas em ramos em que as folhas rosas foram excluidas. O fato de
folhas cor de rosa e flores co-ocorrerem nas Sapucaias pode indicar, entretanto, que tal
traco funcional realmente maximiza o display floral, como corroborado pelos diagramas
de refletancia que construimos para as flores e folhas e também as analises de contrastes
(Delta) de flores com fundo de folhas rosa e fundo de folhas verdes. Apesar de plantas
com folhas cor de rosa indicarem uma possibilidade de maior display floral e aumento da
chance de polinizadores encontrarem o recurso - o que pode ser especialmente importante
em paisagens urbanas - nossos resultados mostram que as abelhas nao respondem a esse
aumento do display na escala de visdo avaliada e na escala manipulada (ramos). Tanto os
ramos com folhas cor-de-rosa ao redor das flores quanto os ramos sem essas folhas
receberam um numero semelhante de visitas de abelhas e tempo semelhante de visita.
Esses resultados contradizem nossa hipdtese inicial de que as folhas cor-de-rosa
aumentariam a atratividade floral e a visitagdo de abelhas e sugerimos algumas
explicacdes possiveis para essa auséncia de diferenca na escala avaliada. Uma delas ¢ que
as abelhas podem nao ser atraidas por caracteristicas das folhas, como a cor e formato, ou
podem ndo perceber a diferenca entre ramos com e sem folhas cor-de-rosa e sim detectar

a presenca da drvore como um todo (escala maior). Outra possivel explicacao € que outros



28

fatores, como a disponibilidade de néctar e polen nas flores, ou a presenga de outras
plantas co-ocorrentes na paisagem podem ter influenciado a escolha das abelhas. A
presenca de abelhas e outros visitantes (moscas e borboletas) em outras inflorescéncias
que ndo aquelas manipuladas e filmadas em cada individuo de Sapucaia sugere que os
polinizadores podem ser atraidos por outras caracteristicas das flores, como a quantidade
e a qualidade do recurso ofertado a nivel da flor, o que guiaria diferencas na visitagdo e
comportamento de manipulag¢@o dentre as flores em uma mesma inflorescéncia ou entre
inflorescéncias de uma mesma planta ou entre plantas na paisagem. Além disso, diversos
estudos tém mostrado a importancia da vizinhanca em comunidades vegetais para a
selecdo de recursos principalmente por insetos herbivoros (e.g., Kim & Underwood 2015,
Huang et al. 2017) e por polinizadores (e.g., Bruckman & Campbell 2014, Fitch et al.
2022). Diferentes composicdes das comunidades vegetais em torno das Sapucaias
amostradas e manipuladas em nosso estudo podem ser responsaveis por adicionar ruido
a selecao das plantas para forrageio por abelhas em escalas maiores, como a das paisagens
urbanas e merece ser examinada com cautela. A presenca de outras espécies de plantas
que também oferecem recursos para abelhas generalistas na vizinhanga das Sapucaias
pode ser responsavel pela auséncia de diferencas na visitacdo entre os ramos em uma
escala mais local.

Caracteristicas visuais como cor estdo ligadas a sinalizagdo de recurso, o que ¢
bem evidenciado para atragdo de plantas que ofertam néctar (Ortiz et al. 2020). Em
Tibouchina pulchra (Melastomataceae), espécie de arvore da Mata Atlantica, ha
sinalizag¢do do recurso a diferentes distancias visuais para abelhas, em um sistema que os
padrdes de cores dessa espécie com retencao das flores velhas sdo preferidos pelas abelhas
na hora de decidir o forrageio, enquanto a menores distancias as abelhas sao direcionadas

ao recurso honestamente,de forma que as abelhas reconhecem as flores velhas e flores
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novas, com recurso (Brito et al. 2015). J4 em outros sistemas, como da planta Costus
arabicus, os morfotipos brancos e vermelhos possuem diferenca na visitagdo por
polinizadores com diferentes capacidades visuais, explicado pela atratividade mediada
pelas cores e ndo por preferéncia do polinizador por uma cor especifica (Bergamo et al.
2015). Outros estudos mostram a diferenca na percepg¢ao visual por abelhas em flores de
uma espécie quando estdo com ou sem recursos, em que apos a deple¢do do néctar ha
mudanga da cor da flor (veja de Melo et al. 2018). As abelhas possivelmente nao
distinguem as flores da Sapucaia de suas folhas a longas distancias e, portanto, as folhas
poderiam servir como display na escala da arvore ou da paisagem. Considerando uma
visdo global (de longe), abelhas claramente distinguem as folhas cor de rosa do fundo
(background) de folhas verdes. Pode ser que a uma distancia na escala da paisagem as
Sapucaias sejam localizadas pelo contraste cromatico na faixa do azul, em uma paisagem
verde ou cinza, j& que as folhas rosas e flores refletem na regido da luz azul e da verde, e
nao apenas na regido da luz verde. Estudos mostram que esta faixa de luz € muito utilizada
na localizacao das flores em um ambiente (Dyer et al., 2016), em que ha uma preferéncia
inata de abelhas como Tetragonula carbonaria por flores com maior contraste cromatico
nesta regido do espectro. O contraste do receptor S para ultravioleta parece ter maior
importancia na localiza¢do do recurso a curta distancia, devido a refletdncia das flores
nesta faixa, enquanto que as folhas rosas ndo possuem o mesmo padrdo. Assim, o
contraste cromatico acontece nesta regido. Isso quer dizer que em uma visao local (de
perto) as abelhas distinguem o fundo de folhas rosas das flores, onde se localizam os
recursos, utilizando principalmente a regido UV do espectro. Os estaminoides se
contrastam bem com capuz estaminal e pétalas, significando que em uma visdo bem local

as abelhas podem utilizar o contraste para localizagao do recurso no fundo violeta da flor.
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As cores tém um papel central na atragcdo dos polinizadores (Ortiz et al. 2020),
mas com base nos resultados deste estudo, sugerimos que outros aspectos devem ser
explorados em pesquisas futuras para entender melhor a relacdo entre as folhas cor-de-
rosa da arvore Lecythis pisonis e a visitacdo de abelhas as flores. Deve-se avaliar, por
exemplo, se a presenga de folhas cor-de-rosa afeta outros polinizadores, como borboletas
ou passaros, comumente vistos nas plantas estudadas. Isso poderia ajudar a entender se a
estratégia das folhas coloridas ¢ especifica para abelhas ou se também atrai outros
polinizadores. Seria indicado também realizar experimentos controlados em condic¢des de
laboratorio para eliminar possiveis influéncias externas, como condigdes climaticas ou
mesmo a competicdo com outras plantas por polinizadores, a depender da comunidade de
plantas no entorno das sapucaias. Isso permitiria uma analise mais precisa do efeito das
folhas cor-de-rosa na visitagdo de abelhas as flores. Outros tragos florais que sdo
importantes para as abelhas visitantes e polinizadoras, como a disponibilidade de néctar
e também o tamanho das flores devem ser avaliados (nesse estudo controlamos apenas
pelo niimero de flores nas inflorescéncias filmadas) uma vez que tais tracos florais podem
também ter um impacto maior na visitacdo de abelhas do que a presenca das folhas cor-
de-rosa. Tal conjunto de caracteristicas das flores, dos individuos e da paisagem poderia
fornecer insights sobre quais caracteristicas florais e ambientais s3o mais importantes na
atracao de polinizadores.

Embora nossos resultados ndo tenham confirmado nossa hipdtese inicial de que
as folhas cor-de-rosa aumentariam a atratividade floral e a visitagdo de abelhas as flores
de L. pisonis na escala espacial aqui avaliada, eles fornecem uma base para pesquisas
futuras na area de interacoes entre insetos e plantas mediadas pela cor e tém implicagdes

importantes para o manejo adequado de paisagens urbanas modificadas.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho avaliamos a visitagdo floral em Sapucaias para testar
experimentalmente se o tamanho do display influencia na intera¢do das abelhas com as
Sapucaias. Levantamos o questionamento de se as folhas rosas afetariam a interagdo, ao
remover as folhas coloridas dos ramos. A nova condi¢cdo colocada para atracdo das
abelhas mostrou que ha uma plasticidade na localizagdo do recurso, que independe do
tamanho de disp/ay da planta na escala do ramo. A atrag@o das abelhas em Sapucaias pode
acontecer em uma visao global, em que uma mancha rosa ¢ localizada no meio natural ou
urbano. Dessa forma, ¢ possivel pensar que a distribuicdo das Sapucaias na cidade tem
influéncia no comportamento das abelhas que a localizam e utilizam o recurso. Além
disso, podemos dizer que apds localizar o recurso, as abelhas s3o guiadas utilizando o
canal ultravioleta no contraste com a folha rosa. Mostramos como uma planta que muda
de cor durante a fenofase de floracdo ndo utiliza as folhas nao-verdes como um display
de atracdo visual para abelhas de pequeno, médio e grande porte. Podemos supor que
outros fatores sdo preponderantes na interacdo, como caracteristicas florais ou a

composi¢do de espécies na paisagem.
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ANEXOS

Material Suplementar

Figura S1. Localizacdo das arvores de Sapucaia amostradas neste estudo (pontos
vermelhos). As duas regides amostradas foram a Pampulha (painel superior) e Centro Sul
(painel inferior) de Belo Horizonte. Alguns pontos estdo sobrepostos impossibilitando sua
visualizagao.
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Figura S2. Numero médio de flores roxas e brancas nos ramos controle e tratamento
(painel superior). Numero de flores roxas entre os ramos (painel intermediario) e nimero
de flores roxas e brancas (painel inferior).
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Tabela S3. Contraste cromatico (Delta S) entre as estruturas da flor e folha de sapucaia.
Medidas de Delta S foram calculados com base no modelo do hexagono e, portanto,
refletem a distancia euclidiana entre duas coordenadas em um espaco percentual
bidimensional em que quanto maior o Delta S maior ¢ o contraste entre as estruturas. O
contraste do receptor foi calculado utilizando Dyer & Neumeyer, 2005. Quanto mais
distante do valor 1.0 maior ¢ o contraste da estrutura com o objeto.

Cor do fundo Estruturas florais e folhas DeltaS Contraste do receptor
Pétala 0.254 S: 1.56; M:2.22; L: 0.52
Verde Folha rosa 0.216 S:0.86; M: 2.08; L: 0.71

Folhas rosa

Pétala 0.182 S:1.79, M: 1.06, L: 0.73

Rosa Capuz estaminal 0.195 S:2.11,M: 1.02, L: 0.69
Antera 0.071 NA
NA

Estaminoide 0.076




