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RESUMO

Perfumes sdo uma das causas primarias de atracdo de abelhas por flores, entretanto, elas
podem também ser atraidas pela percep¢do da cor da flor. Varias espécies de
Melastomataceae apresentam mudancgas de cor em suas flores, especialmente entre
especies do género Tibouchina, onde as flores mudam de branco para lilas durante a
antese. Esta mudanca de cor é interpretada como um aviso as abelhas para nao visitarem
flores velhas, sendo a persisténcia das pétalas nas flores velhas uma sinalizacdo aos
polinizadores a longa distancia. O principal objetivo deste trabalho € relacionar a
mudanca de cor e de perfume floral das flores de T. pulchra e T. sellowiana com a
visitacdo dos polinizadores. Para tal, foram elaborados ensaios onde flores novas e
velhas tiveram suas cores e seu perfume trocados, separadamente, e a taxa de visitacdo
das abelhas nas flores controle e flores modificadas foi analisada. As flores
apresentaram o estigma receptivo durante todo o tempo de antese para as duas espécies,
sem diferenca de viabilidade polinica entre as anteras maiores e as anteras menores. A
analise cromatogréafica das fragrancias florais de T. pulchra revelou que os filetes foram
0s principais produtores de perfumes, apresentando nonanal, decanal, 4-(2-propenil)-
fenol e indol (1-benzanol), sendo este Gltimo o composto encontrado em maior
quantidade. Os resultados obtidos com o ensaio de cores indicaram que as abelhas que
visitaram T. pulchra preferiram as flores brancas ndo alteradas, enquanto as visitantes
de T. sellowiana pareceram igualmente atraidas pelas flores brancas naturais e pelas
flores brancas miméticas de rosas, 0 que parece indicar que a cor tem importancia
secundaria na atratividade das flores para essa espécie. No ensaio de perfumes realizado
em T. sellowiana, as abelhas tenderam a visitar tanto as flores novas normais quanto as
novas miméticas. Para T. sellowiana o tanto a cor e como o perfume pareceram atuam
sinalizando flores novas. Os resultados parecem indicar a ocorréncia de um efeito
sinérgico entre a cor e o perfume, na busca por recursos, € a manutencao de flores
velhas em T. pulchra e T. sellowiana estaria relacionada com a tentativa de atrair
polinizadores oferecendo maior visibilidade, por meio de um display que possa ser
notado a longas distancias.

Palavras-chave: polinizacdo, perfume floral, Tibouchina, T. pulchra, T. sellowiana

Melastomataceae



ABSTRACT

Floral scents are one of primary causes of flower attraction for bees. However, bees can
also be attracted by the perception of the flower’s color. Many species of
Melastomataceae reveal color changes in their flowers, specially among the genus of
Tibouchina, where flowers change from white to pink during antesis. This color change
is interpreted as a cue to bees to not visit old flowers, and the persistence of petals in old
flowers works as a long distance signalization. The main objective of this paper is to
relate floral color and scent changes in flowers of T. pulchra and T. sellowiana with
pollinators visitation. For that, we elaborated treatments where new and old flowers had
their colors and scent changed, separately, and the rate of bees visitation on control and
modified flowers was analyzed. Stigmatic receptivity exame indicated that the flowers
had the stigma receptive during the whole antesis for both species, without difference in
viability between larger or smaller anthers. Scent chromatografic analysis of T. pulchra
revealed that filaments were the main perfume producers, presenting nonanal, decanal,
4-(2-propenil)-phenol and indol (1-benzanol), the last one found in larger amount.
Treatments with altered colors indicated that bees who visit T. pulchra prefered white
non-altered flowers, while T. sellowiana visitors seemed to be equally attracted by
natural white flowers and white flowers mimetic as pinks. In T. sellowiana, both color
and perfume seems to act signalizing new flowers. The results indicate the occurrence
of a synergic effect between color and scent, and the maintenance of old flowers for T.
pulchra and T. sellowiana would be related with an effort to attract pollinators offering
more visibility throughout a floral display that can be noted at long distances.

Keywords: pollination, floral scent, Tibouchina, T. pulchra, T. sellowiana

Melastomataceae



INTRODUCAO

A mudanca de cores nas flores € um fenbmeno ja observado em diversas
espécies. Weiss (1991) estima que tal fenbmeno ocorra em 74 familias de angiospermas,
0 que representa 21% do total de familias polinizadas por insetos.*

As flores polinizadas por insetos sofreram evolutivamente alguns tipos de
modificacbes para promover a constancia de um tipo especifico de visitante para um
particular tipo de flor (Schernske & Bradshaw, 1999). A polinizacdo efetiva depende,
entre outros fatores, da adequacao do formato do corpo ou de determinados 6rgdos do
visitante a morfologia floral, de como ele aborda a flor e de seu comportamento durante
a visita (Proctor et al., 1996). O polen pode ser o unico recurso disponivel coletado
pelas abelhas em muitas flores, sendo extensivamente colhido de flores que ndo
produzem nenhum outro recurso (Roubik, 1992).

As abelhas podem ser atraidas pelas flores por sua percepcao de cor, tamanho,
perfume, formato e textura (Gumbert, 2000) e seus critérios de selecdo podem ser
modificados pelo aprendizado (Giurfa et al, 1995; Kudo et al, 2007). A viséo de cores
das abelhas é tricromética, e € influenciada pelos comprimentos de onda curtos de luz.
Assim, abelhas percebem a radiacdo ultravioleta como uma cor distinta, enquanto 0s
comprimentos de ondas maiores, laranja-avermelhadas, ndo sdo percebidos. As cores
mais atraentes as abelhas sdo aquelas percebidas por humanos como branco, amarelo e
violeta azulado (Roubik, 1992).

Abelhas aparentam ter uma grande flexibilidade em seu comportamento
orientado pela visdo. Elas conseguem aprender a utilizar habilidades especificas,
especialmente olfativas, que podem ajuda-las a alcancar suas metas (Lehrer, 1994). As
abelhas demonstram preferéncias inatas por certas cores, ndo apenas em relagéo a cores
aprendidas, mas também ap0s treinamento intensivo quando escolhem entre novas cores
de tonalidades diferentes. Entretanto, entre duas cores similares, a escolha é orientada
pela semelhanca que essas cores apresentam com as cores aprendidas (Gumbert, 2000).

Além das cores, os perfumes sdo uma das causas primérias de atracdo de abelhas
(Vainstein et al., 2001). O perfume floral é uma caracteristica determinada por uma
complexa mistura de moléculas volateis de baixo peso molecular (Vainstein et al.,

2001). A composicdo dos perfumes florais tem sido frequentemente estudada

! Artigo formatado segundo as instrugdes do Journal of Chemical Ecology.



(Bestmann et al., 1997; Grison-Pigé, 2002), embora o papel de seus odores na atragdo
dos polinizadores raramente foi testado (Grison-Pigé, 2002). Uma fracdo dos compostos
volateis que constituem o odor floral pode ser suficiente para permitir as abelhas
aprender e discriminar entre os diferentes morfotipos de flores de uma mesma espécie
(Masson, 1982; Pham-Delégue et al., 1986). Os perfumes sdo produzidos por tecidos
secretores especializados, os osmdforos, localizados nas superficies das flores (Fahn,
1979).

As fragrancias florais podem conter algumas centenas de compostos, incluindo
compostos aromaticos, aminodides ou hidrocarbonetos, incluindo terpendides,
freqlientemente monoterpenos (Williams & Whitten, 1983; Pham-Delegue et al., 1986).
Em associacBes mutualisticas menos especificas, 0s compostos encontrados sdo
geralmente terpendides ou aromaéticos, embora tais compostos também estejam
presentes em associacgdes ligeiramente especificas (Grison et al., 1999). Quando a planta
interage com certos grupos de polinizadores, como morcegos, podem aparecer
compostos mais especificos como, por exemplo, compostos com enxofre, ou compostos
alifaticos (Bestmann et al., 1997).

Segundo Knudsen et al. (2001), a composicao quimica do perfume floral reflete
0 modo de polinizacdo; compostos especificos, presentes em poucas plantas, teriam
surgido como uma resposta as preferéncias do polinizador. Além disso, a importancia
do olfato em relacdo a visdo € maior em espécies polinizadas por besouros do que
naquelas polinizadas por moscas e abelhas.

Muitas fragrancias florais se assemelham aos feromonios de abelhas e isso
ocorre provavelmente para que as flores atraiam as abelhas por meio do mimetismo de
alguns de seus odores (Roubik, 1992). Estudos indicam que machos de algumas
espécies de abelhas aprendem os odores de flores individuais durante tentativas de
acasalamento, e os reconhecem mais tarde, em outros encontros. Assim, as abelhas
evitam tentar se encontrar com flores que ja visitaram previamente, mas ndo evitam
outras flores da mesma espécie seja em planta diferente ou na mesma planta (Ayasse et
al., 2000).

A familia Melastomataceae constitui-se numa das mais importantes da flora
neotropical, com cerca de 4200 a 5000 espécies pertencentes a 11 tribos e 185 géneros
(Renner, 1993). No Brasil, representa a sexta maior familia de angiospermas, com 68
géneros e mais de 1500 espécies, que se distribuem desde a Amazdnia até o Rio Grande
do Sul (Romero & Martins, 2002).



Vérias espécies de Melastomataceae apresentam mudancas de cor em suas
flores, porém as mais notaveis estdo entre espécies do género Tibouchina, onde as flores
mudam de branco para lilas durante o periodo de antese. Esta mudanca de cor tem sido
interpretada como um aviso as abelhas para ndo visitarem flores ja velhas (Endress,
1994). Mudanga de coloragéo floral aparenta ser um fenémeno que aumenta a eficiéncia
de forrageamento do polinizador e da transferéncia de pélen (Niesenbaum et al., 1998;
Larson & Barrett, 1999). Por outro lado, a persisténcia das pétalas nas flores ndo mais
receptivas confere um colorido intenso as plantas, atuando na sinalizacdo aos
polinizadores a longa distancia por meio de um display floral maior, o que aumentaria a
taxa de visitacdo (Weiss, 1991; Larson & Barrett, 1999) e, consequentemente 0 Sucesso
reprodutivo da planta (Niesenbaum et al., 1998).

A mudanca de perfumes florais também é um fendmeno ja observado em
diversas espécies de Angiospermas. A mudanga pode ser comprovada ao se comparar
flores polinizadas com ndo-polinizadas, como em orquideas do género Cryptostylis e
seus polinizadores, cuja comunicacdo quimica foi analisada por cromatografia gasosa
com deteccdo eletroantenografica (GC-EAD), onde aparentemente um Unico composto
atua como atrativo para polinizadores (Schiestl et al., 2004), ou ocorrer naturalmente ao
longo do ciclo diario da planta (Huber et al., 2004).

Em uma espécie de quaresmeira, Tibouchina pulchra, ocorre uma mudanca das
taxas de visitacdo das flores por abelhas associada com a mudanca de cores (Silva,
2006). Além disto, apds o evento de polinizagdo, a mudanga de cor branca para roxa
ocorre mais rapidamente, quando comparadas a flores n&o polinizadas (Silva, 2006).

Em melastomataceas, a maioria das plantas apresenta anteras com deiscéncia
poricida, o que exige que muitas abelhas retirem polen por polinizacédo vibratil (“buzz
pollination”; Buchmann, 1983). Neste tipo de polinizacdo a retirada de podlen é
executada por abelhas que pousam nas flores, abragcam os estames e vibram sua
musculatura de véo indireta em alta frequéncia, fazendo com que o polen se solte da
antera e ocasionando assim a polinizacdo (Larson & Barret, 1999). Nesta interacdo, o
recurso alimentar para as abelhas vem em pacotes que sdo exauridos ap6s algumas
visitas.

O comportamento de polinizagéo vibratil ja foi descrito em diversas espécies de
melastomataceas, como Cambessedesia hilariana (Fracasso & Sazima, 2004) e em
Rhexia virginica (Larson & Barrett, 1999), além de espécies do género Tibouchina
(Renner, 1989). Tibouchina sellowiana, espécie bastante semelhante & T. pulchra, teve



0 sistema reprodutivo investigado na Serra do Japi, SP, mostrando a auséncia de
apomixia e de auto-incompatibilidade (Goldenberg & Varassin, 2001).

A linha de pesquisa que relaciona o display floral apresentado pela planta com a
visitacdo por polinizadores e com seu sucesso reprodutivo tem sido mais investigada
nos ultimos anos. Segundo esse ponto de vista, os padrfes de visitacdo de polinizadores
em relacdo a variacdo do tamanho do display floral poderiam ser alterados de forma
quantitativa (nimero de visitas) bem como qualitativa (nimero de espécies visitantes)
pela densidade local da planta (Grindeland et al., 2005).

Entretanto, evidéncias empiricas apontam que as taxas de visitacdo da planta
como um todo aumentam com o tamanho da planta, mas esse efeito é frequentemente
acompanhado por um decréscimo na proporcao de flores abertas visitadas (Mitchell et
al., 2004). Dessa forma, uma planta com mais flores poderia apresentar a mesma taxa de
visitagdo em numeros absolutos, representando, portanto, uma propor¢cdo menor de
flores visitadas. Como resultado, a taxa de visitacdo por flor poderia aumentar
(Andersson, 1991), diminuir (Anderson, 1988; Klinkhamer & deJong, 1990) ou mostrar
uma relacdo constante com o tamanho do display floral (Ohashi & Yahara, 2002).

Em virtude das hipdteses existentes sobre o papel da mudanga de cores e
perfumes na reproducdo de plantas, este trabalho investigou o papel da mudanca de cor
e de perfume floral das flores de Tibouchina sellowiana e de Tibouchina pulchra na

visitacdo dos polinizadores.



MATERIAL E METODOS

Area de estudos

Tibouchina pulchra foi estudada em area proxima ao litoral do Parang, na
Reserva Natural de Salto Morato, municipio de Guaraquegaba, com localizagdo em 25°
10" S e 48° 15' W. A reserva é propriedade da Fundagdo O Boticario de Protecdo a
Natureza e esta localizada em ambiente de Floresta Ombrofila Densa (Veloso et al.,
1991). Os ensaios de cores e de perfumes foram desenvolvidos em exemplares
existentes na Serra Dona Francisca, distrito de Pirabeiraba, com localizagdo em 26° 18'
S e 48° 50' W. Os individuos encontram-se as margens da estrada SC-401, entre os
quilémetros 97 e 99, em Santa Catarina

T. pulchra é uma arvore média, de 8 a 15 m de altura, comum em areas
alteradas, crescendo bem em capoeiras e capoeirdes sendo incomuns nas matas mais
desenvolvidas, por ser uma espécie pioneira (Leitdo-Filho et al., 1993). Floresce entre
novembro e fevereiro; suas flores e folhas sdo maiores que aquelas encontradas em T.
sellowiana e é caracteristica da encosta Umida da Serra do Mar que ocorre do Rio de
Janeiro até Santa Catarina na floresta pluvial da encosta Atlantica (Lorenzi, 1992;
Siméo, 2005).

O estudo de Tibouchina sellowiana (Cham.) Cogn. foi realizado com individuos
existentes no municipio de Mafra, SC, BR 116 km 07. O municipio esta situado em 26°
06' 41" S e 49° 48' 19" W. O clima da regido, segundo Koeppen, é classificado como
temperado mesotérmico umido e verdo ameno (Cfb). A temperatura média anual é em
torno de 16 a 25°C, e a precipitacdo média anual esta entre 1300 e 1500 mm (Secretaria
de Estado de Desenvolvimento Regional, 2003).

A regido é habitada, com casas e chacaras entremeadas por fragmentos de
Floresta Ombrofila Mista (Veloso et al., 1991), onde T. sellowiana ocorre
freqlientemente. As plantas estudadas sdo cinco individuos com altura entre 2 m e 3 m,
gue ocorrem naturalmente em um terreno arborizado.

T. sellowiana ocorre no alto das encostas das serras e capoeiras, situados em
solos rasos e enxutos, onde pode formar agrupamentos (Reitz et al., 1988). Os
individuos desta espécie sdo relativamente pequenos, com alturas variando entre 2 e 6m.
Apresentam flores solitarias, presas a ramos curtos (1-3 cm). A floragdo acontece nos
meses de fevereiro a abril (Wurdack, 1962). Ocorre na Floresta Ombrofila Densa



atlantica em vérios Estados e, no Parang, adentra na borda da Floresta Ombrdfila Mista
(Goldenberg & Varassin, 2001).

O material testemunho das plantas estudadas foi coletado e depositado no
Herbéario da UFPR sob o numero de tombo UPCB 58359 (T. pulchra) e UPCB 58360
(T. sellowiana). As descricbes das plantas e das flores foram feitas através de
observacdes no campo. Foram empregadas flores conservadas em alcool etilico 70%

(Johansen, 1940) e fotografias para a descri¢do mais detalhada das flores.

Biologia floral

Em um Unico dia, foi determinada a taxa de visitacdo das espécies Bombus
morio e B. atratus em T. sellowiana, por meio da contagem total de visitas observadas
ao longo de quatro horas em um mesmo dia, sendo considerado cada pouso como uma
visitacao.

A receptividade do estigma foi indicada pela presenca da catalase por perdxido
de hidrogénio (Fleet, 1952). O teste foi feito ao longo da antese, em flores previamente
ensacadas.

A viabilidade polinica foi acompanhada por trés dias ap6s a antese, a partir de
material fixado (FAA ou alcool), colorido com Carmim-Acético e observado em
microscopio Optico. Nas laminas, foram contados os grdos de polen viaveis e inviaveis
até que o resultado alcangasse a contagem de 100 grédos, e os valores encontrados em
cada lamina foram comparados por meio de ANOVA (Zar, 1999).

Os insetos que visitam as flores foram observados ao longo de todo o dia, a
partir das 8 hr da manha. Foram realizadas 20 hr de observacdo para cada espécie, ao
longo de cinco dias. Para cada espécie de planta foram feitas anotacGes a respeito das
espécies de insetos visitantes, visando diferencia-las quanto a morfologia e
comportamento. Espécimes de cada espécie de inseto foram coletados para identificacao
por especialistas.

A taxa de visitagdo dos polinizadores (numero de avistamentos/nimero de
flores/minuto) foi registrada tanto em flores novas, como em flores velhas de T.
sellowiana. As flores consideradas novas foram aquelas que tiveram a antese no dia da
observacdo, com petalas brancas e borda violeta, e todas apresentavam as pecas

reprodutivas completas (estigmas e estilete), de cor também branca. As flores



consideradas velhas foram todas aquelas que apresentaram a antese havia um ou mais
dias, e as cores de suas pétalas variavam ligeiramente entre rosa palido, rosa intenso e
violeta. Seus verticilos reprodutivos apresentavam coloracdo résea. A taxa de visitacao
foi observada ao longo de 4 horas em um Unico dia, e cada pouso da abelha em uma flor

foi contabilizado como uma visita.

Ensaios experimentais

Cada ensaio experimental foi realizado ao longo de 4 dias ndo consecutivos,
com um dia de intervalo entre cada um deles, totalizando 64 hr de observacéo (16 hr
para cada um dos ensaios) ao longo de 16 dias.

Nos ensaios experimentais, flores tiveram seus perfumes e suas cores alteradas
para verificar a influéncia da coloragdo sobre a taxa de visitagdo. Em um primeiro
momento, flores novas (brancas) foram mascaradas com pétalas roxas coladas sobre as
brancas, assim como flores roxas foram mascaradas com pétalas brancas. A cola
utilizada é feita a base de cianoacrilato, que ndo deixa odor perceptivel na flor, uma vez
gue seu solvente se volatiliza rapidamente. Cada ensaio apresentou quatro tratamentos,
sendo eles: a) flores novas (brancas, Figura 1.1), b) flores brancas miméticas com
pétalas roxas (Figura 1.2), c) flores velhas (roxas, Figura 1.3), e d) flores roxas
miméticas com pétalas brancas (Figura 1.4), em igual quantidade para cada tratamento,
e um ensaio contendo flores-controle que apresentavam apenas cola. A visitacdo foi
monitorada, considerando cada pouso na flor como um registro. A cada hora, as flores
foram acompanhadas em intervalos de 30 min continuos. No ensaio de cores em T.
pulchra foram empregadas 20 flores para cada tratamento, enquanto em T. sellowiana
foram utilizadas 30 flores. No ensaio de perfumes, foram empregadas ao todo 36 flores
por tratamento de T. sellowiana e o mesmo numero de flores por tratamento de T.
pulchra.

Nesses ensaios, foram feitas observac6es apenas durante o periodo matutino, das
8 hr as 12 hr. Para T. pulchra, esse intervalo de tempo era o suficiente para evitar a
degradacdo das flores alteradas, que acontecia apds quatro horas, quando elas
comecavam a apresentar manchas marrons e bordas descoladas nas pétalas. Para o
ensaio de perfume em T. sellowiana, as observacdes foram feitas em intervalos de
apenas duas horas, pois suas flores menores e mais frageis se degradam rapidamente,
ficando ent&o descaracterizadas.
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Para realizar a analise da influéncia do perfume floral, foi feita a extracdo de
perfume por imersdo em diclorometano grau pesticida durante cinco minutos, coletado
aproximadamente entre 10 hr e 11 hr da manha. O extrato obtido foi concentrado em
evaporador rotatorio até atingir um volume aproximado de 36 gotas, que permitisse 0
uso de uma gota em cada flor, e posteriormente aplicado sobre as flores-teste. Flores
novas receberam uma gota de perfume de flor velha, e flores velhas receberam o
perfume da flor nova. A visitacdo foi monitorada considerando cada pouso na flor como
um registro. A cada hora, as flores foram acompanhadas em intervalos de 30 minutos
continuos. Foram utilizadas 36 flores em cada tratamento, tanto em T. pulchra quanto
em T. sellowiana. A duracéo do teste foi de duas horas, uma vez que apés a aplicacéo
do extrato, as flores feneciam mais rapidamente.

Visando determinar qual dos verticilos florais emite odor em T. sellowiana e em
T. pulchra, foram efetuados dois tipos de procedimentos: primeiro, testes de saturacdo
em recipientes fechados — os verticilos florais foram manualmente separados em
pétalas, filetes e anteras, e colocados em recipientes fechados por 15 minutos, logo apds
o recipiente foi aberto para verificar qual dos verticilos emite o odor. Apesar de a
impressdo olfativa ser subjetiva, Dyer (2004) sugere que a capacidade olfativa das
abelhas apresenta similaridade com a dos primatas, de modo que a modificagdo do
perfume floral, que pode ser facilmente percebida por seres humanos, também
influenciaria os habitos de visitacdo das abelhas.

Para analisar o perfume floral, foram coletadas separadamente pétalas, anteras e
filetes de flores velhas, ou seja, no segundo dia de antese. O mesmo procedimento foi
realizado com flores novas, ou seja, no primeiro dia de antese. Os compostos volateis
das partes separadas de flores de T. pulchra foram extraidos em CH,Cl, (Whitten et al.,
1993), e os extratos foram reduzidos a vacuo para cerca de 0.5 mL em temperatura
ambiente. Os extratos resultantes de T. pulchra foram analisados por CG-EM em
cromatografo a gas Hewlett Packard-6890 com uma coluna capilar de 5% fenil 95%
dimetil polisiloxano fundida (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, HP-5MS), diretamente
acoplada ao detector seletivo de massa Hewlett Packard 5973. As condicGes de injecédo
foram modificadas de Adams (1995): Temperatura do injetor = 240 °C; temperatura
programada do forno = 60 - 300 °C, 3 °C/min; injecdo splitless durante 1,50 min, gés de
arraste Hélio (1 ml/min), fluxo constante; volume da amostra 0,2 ou 1 pl.

A importancia das diversas espécies de polinizadores e de sua abundancia em T.

sellowiana foi estimada por meio de testes em flores ensacadas na pré-antese com sacos
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de tela de malha de nylon. Foram expostas 35 flores, de maneira controlada, as abelhas
e registrou-se o efeito de uma visita distintamente no processo de polinizacdo, assim
como em flores-controle, isto é, flores submetidas as condi¢des naturais de polinizacao.
Este efeito foi determinado pelas razdes fruto/flor provenientes da visita de cada espécie
de polinizador por flor (Fracasso & Sazima, 2004). Os frutos foram considerados como
efetivamente formados quando permaneceram pelo menos por um més presos ao ramo.
O sucesso reprodutivo foi avaliado através do numero de frutos formados em cada
tratamento.

De maneira qualitativa, foi observado durante o ensaio de cores em T.
sellowiana se o display floral, a maneira e densidade como as flores estdo dispostas nos
ramos da planta (Wilson & Rathcke, 1974), poderia influenciar na escolha do

polinizador por determinada flor.
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RESULTADOS

Biologia floral

O periodo da fenofase de floracéo € diferente para ambas as espécies estudadas.
Em T. pulchra, a antese ocorre no inicio do verdo, entre 0s meses de dezembro e
fevereiro, enquanto em T. sellowiana ocorre no inicio do outono, entre 0s meses de abril
e maio.

A mudanga de cores ocorre de forma gradual tanto em T. pulchra quanto em T.
sellowiana, ao longo da antese. Na manhd do primeiro dia, as petalas apresentam
coloracdo branca com apenas as bordas arroxeadas ou rosadas (Figura 1.5). Ao longo de
todo o dia, a coloracdo arroxeada se estende pelas pétalas, acabando por tornar toda a
pétala roxo-palida (Figura 1.6). Do terceiro dia em diante, a flor de T. sellowiana passa
a exibir uma tonalidade roxa mais viva, com nuance mais proxima de um rosa intenso,
tonalidade que permanece até a senescéncia, enquanto a flor de T. pulchra mantém uma
tonalidade roxa apenas um pouco mais escura do que aquela apresentada no dia anterior
(Figura 1.3). As mudangas de coloracdo tambem se refletem nos verticilos reprodutivos,
que sdo completamente brancos no primeiro dia, depois apresentam as anteras brancas e
os filetes rosados no segundo dia e, por fim, tornam-se completamente rosados do
terceiro dia em diante, até cairem da flor.

Do ponto de vista da viabilidade reprodutiva, o exame de receptividade do
estigma indicou que as flores se mantém receptivas durante todo o tempo de antese para
as duas espécies. A analise de viabilidade polinica indicou que o pélen continua viavel
ao longo dos trés dias para a T. pulchra, sem apresentar diferencas significativas entre
as proporcOes dos valores de grdos vidveis e invidveis ao longo do tempo (n=12;
F=0,03; gl=2; P>0,05; Tabela 1). Ndo houve diferenca de viabilidade entre as anteras
maiores e as anteras menores (n=12; F=1,67; gl=1; P>0,05).

Foram observadas cinco espécies de abelhas visitando as flores de T. pulchra:
Bombus atratus, Melipona bicolor, Paratrigona subnuda, Trigona spinipes e outra
espécie ndo identificada no ensaio de perfumes. Dessas, apenas M. bicolor e B. atratus
apresentaram comportamento que possibilita a polinizacéo vibratil, abracando diversas
anteras ao mesmo tempo e fazendo-as vibrar e espalhando o pdlen. As demais atuaram
apenas como pilhadoras, removendo o pdélen diretamente das anteras com seus

apéndices anteriores. Dessa forma, elas ndo séo capazes de realizar a polinizagéo, pois
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seu tamanho corpéreo reduzido permite a retirada de pdlen de uma Unica antera por vez,
sem contato com o estigma.

Os visitantes florais observados em T. sellowiana foram B. atratus, B. morio,
Plebeia saiqui e Augochloropsis sp (ndo capturada). As duas espécies do género
Bombus apresentaram nitido comportamento de polinizacdo vibrétil, abracando todas as
anteras ao mesmo tempo e vibrando até provocar pequenas nuvens de pélen ao seu
redor. Ambas gastavam cerca de cinco segundos em cada flor que visitavam, e na
maioria das vezes pousavam apenas uma vez em cada flor, embora fosse observado
esporadicamente pousos repetidos em uma mesma flor. Tanto P. saiqui quanto
Augochloropsis sp apareceram em uma Unica ocasido, onde apenas pilharam o pélen de
uma antera por vez, removendo-0 com suas pernas anteriores, sem encostar no estigma
da flor. O tempo de visitacdo foi mais extenso em relacdo ao das espécies de Bombus,
pois se ocupavam de uma antera por vez.

Para B. morio, a taxa de visitacdo observada foi de 86 visitas por hora, sendo
todas as visitas observadas em flores brancas. Para B. atratus, a taxa foi de 64 visitas
por hora, também observadas apenas em flores brancas.

O ensaio de eficiéncia dos polinizadores foi realizado apenas em T. sellowiana.
As 35 flores do ensaio foram visitadas por B. morio ou B. atratus. Dessas, 32
originaram frutos, sendo 18 dos 18 frutos formados por meio de polinizagdo por B.
morio e 14 frutos dos 17 formados através da polinizacdo por B. atratus (Tabela 2).

A analise cromatografica das fragrancias florais de T. pulchra revelou que 0s
filetes sdo os principais produtores de perfumes, apresentando principalmente, nos
filetes novos, nonanal, 1-octeno-3-ol e heptanal. Os filetes velhos apresentam,
majoritariamente, indol, 4-(2-propenil)-fenol, 1-octeno-3-ol e limoneno (Figura 2;
Tabela 3). Nas pétalas, foi encontrado heptanal, tanto em flores novas quanto flores
velhas, em pequenas quantidades. As anteras de flores novas e velhas apresentaram

apenas tracos de compostos volateis.

Ensaios experimentais

Os resultados obtidos no ensaio de cores indicam que as abelhas que visitam T.
pulchra preferem as flores brancas ndo alteradas (n=20; y*=12,85; gl=1; P < 0,05),
enquanto as visitantes de T. sellowiana pareceram igualmente atraidas pelas flores

brancas naturais e pelas flores brancas miméticas de rosa (n=30; y?=2,19; gl=1; P >
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0,05; Tabela 4), apesar de terem sido avistadas subtribos diferentes de abelhas nas
plantas.

No ensaio de perfumes realizado em T. pulchra, foram observadas poucas
visitagdes, talvez devido ao clima chuvoso durante os dias do ensaio. As abelhas
encontradas tenderam a visitar igualmente flores novas normais quanto as novas
miméticas (n=36; x> = 0,21; gl = 1, p>0,05; Tabela 5), entretanto ndo ocorreram
visitagdes nos tratamentos envolvendo flores velhas normais ou flores velhas
modificadas.

No ensaio de perfumes realizado em T. sellowiana, as abelhas tenderam a visitar
tanto as flores novas normais quanto as novas miméticas (n=36; y?=0,74; gl=1; P >
0,05; Tabela 3). Durante este ensaio, também foram observadas visitas das abelhas as

flores velhas miméticas.
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DISCUSSAO

Em T. pulchra, do ponto de vista da flor, a polinizacdo pode ocorrer no primeiro
ou segundo dia de antese, pois a viabilidade polinica e a receptividade estigmatica ndo
se modificam de maneira significativa ao longo de toda a antese. Além disto, ensaios
conduzidos com flores de idades distintas indicam que o sucesso reprodutivo €
semelhante em flores no primeiro e segundo dia de antese (Silva, 2006). Entretanto, a
disponibilidade de polen deve cair com a antese, de modo que sejam oferecidos menos
gréos com o passar do tempo, e conseqlientemente deixando de atrair os polinizadores.
E possivel que em condi¢Bes naturais, com visitacdo por diversos polinizadores ao
longo do dia, o pblen ofertado rapidamente se acabe, de modo que um ou dois dias ap6s
a antese ja ndo seja mais interessante para o inseto realizar a visitagdo. Em outras
espécies de Tibouchina cujas pétalas ndo mudam de cor, o tempo de permanéncia das
abelhas nas flores cai ao longo da antese (Ana Franco, com. pess.), provavelmente por
exigir maior tempo de manipulacdo das anteras para a retirada de polen cada vez em
menor quantidade (Buchmann 1983).

Apesar da possibilidade de ocorrer polinizagdo e manutengdo do sucesso
reprodutivo, as abelhas distinguem as flores novas, e as visitam com maior frequéncia.
O reconhecimento das flores novas parece ser mediado pela sinalizacdo visual e
olfativa, uma vez que o0s ensaios experimentais indicam que a cor ndo é o Unico fator
gue tenha importancia na atratividade das flores, assim como o perfume. A emisséo de
perfumes pode variar ao longo da antese (Effmert et al 2005). Vérios estudos recentes
tém mostrado que sinais visuais e olfativos atuam de forma sinérgica (Raguso e Willis
2002, 2005, Kunze e Gumbert 2001), influenciando o comportamento dos
polinizadores, como o nimero de visitas e a constancia floral (Raguso e Willis 2002,
2005, Gegear 2005). Para abelhas isto pode ser especialmente relevante, pois a presenca
de varios estimulos (visual e olfativo) aumenta a capacidade de discriminacdo e
aprendizado em Bombus (Kunze e Gumbert, 2001).

Essa manutencdo de flores velhas em T. pulchra e T. sellowiana estaria
relacionada com a tentativa de atrair polinizadores oferecendo maior visibilidade, por
meio de um display que possa ser notado a longas distancias (Niesenbaum et al., 1999;
Grindeland et al., 2005; Kudo et al., 2007, ver porém Galizia et al 2005) e que ofereca
informagdes sobre a disponibilidade de pdlen através das diferentes cores apresentadas.

Dessa forma, a abundéncia de flores roxas, sem polen, serviria para sinalizar com mais
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eficiéncia as abelhas a presenca de flores brancas novas, onde o recurso por elas
procurado estd temporariamente disponivel. A manutencdo das flores velhas aumentaria
o display floral e, portanto, afetaria a taxa de visitacdo (Weiss, 1991), uma vez que a
densidade ¢ menos importante para a atracdo dos polinizadores do que o display floral
exibido por cada planta (Grindeland et al., 2005).

E interessante ressaltar que, em T. pulchra, as abelhas nunca visitaram flores
velhas (alteradas ou ndo), distintamente do que ocorreu com T. sellowiana. Dessa
forma, pode-se dizer que, nessa espécie, as abelhas foram aparentemente enganadas,
pois eventualmente visitaram as flores velhas miméticas, tendo reconhecido algo na flor
velha semelhante a uma flor nova, apesar das abelhas pertencerem a subtribos
diferentes. Essa observacdo serve como indicativo de novos estudos, que foguem
exclusivamente o comportamento de Bombinae. Além disto, Silva (2006) observou que,
com poucas flores novas, abelhas B. morio e B. atratus também poderiam visitar as
velhas. Como o presente ensaio com T. pulchra foi realizado no periodo final da florada
da espeécie, entre janeiro e fevereiro, é possivel que as flores velhas tenham sido
visitadas por falta de opcéo.

E possivel que esta diferenca entre as espécies ocorra em virtude de
caracteristicas de sinalizacdo distintas, como observado em diferentes morfos de uma
mesma espécie (Majetic et al 2007; Salzmann e Schiestl 2007). As flores de T.
sellowiana sdo menores que as de T. pulchra e apresentam um perfume mais suave,
conforme observado no teste de saturacdo. Esse fator poderia explicar as visitagoes
observadas nas flores do tratamento de flores velhas miméticas (tratamento d) durante o
ensaio de perfumes, onde T. sellowiana obteve 12 visitas, enquanto T. pulchra nédo
obteve visita alguma. Considerando-se o tamanho menor da pétala e o odor mais
discreto emitido pela flor, a unido de ambos os fatores seria menos intensa em T.
sellowiana do que em T. pulchra, de modo que tanto as flores miméticas de cor (que
mantém o perfume original) quanto aquelas miméticas de perfume (que mantém a cor
original) continuam exercendo certa atracdo para o agente polinizador, e os fatores cor e
perfume agiriam de forma ligeiramente mais independente um do outro. Uma limitagédo
deste ensaio pode ser decorrente da possivel alteracdo da concentracdo e composicdo do
perfil de fragréncias durante a preparacdo dos extratos, como a presenca de tracos de
solvente, mudando a resposta das abelhas aos sinais olfativos (Galizia et al 2005).

Um aspecto que merece atengdo € o fato do pequeno ndmero de registros de

visitagdes, chegando a zero em algumas ocasides. Provavelmente, esse fato se deva ao
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alto grau de degradacdo da paisagem, pois em condic¢Oes naturais pretéritas, as arvores
pioneiras deveriam aparecer em densidades mais baixas, como, por exemplo, em bordas
de clareiras (Tabarelli e Mantovani, 1999). Uma vez que, nas condicdes obtidas durante
este estudo, a abundancia de arvores foi muito elevada, provavelmente as taxas de
visitacdo se encontram diluidas e, portanto, baixissimas. E possivel que este mecanismo
de mudanca de cor tenha evoluido em condi¢cfes onde a densidade de pioneiras, como T.
pulchra e T. sellowiana fosse tdo baixa que valeria a pena sinalizar, no meio da mata,
que a planta esta florescendo.

Entre os compostos identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, em filetes de plantas novas, pode-se ressaltar o decanal e o
indol, que também foram observados em espécies do género Ficus polinizadas por
vespas (Grison-Pigé et al., 2002), e o indol em flores polizadas por mariposas (Knudsen
& Tollsten, 1993) bem como em flores de jasmim e de laranja, visitadas por Apis sp.
(Laatsch & Matthies, 1992). O heptanal, encontrado em pétalas, também ja foi
identificado em flores polinizadas por morcegos (Varassin et al., 2001), apesar de nem
sempre 0s compostos majoritariamente encontrados serem 0s responsaveis pela atracdo
do polinizador.

A porcentagem de alguns compostos foi consideravelmente modificada ao se
comparar o resultado obtido em filetes novos e velhos (Figura 2). Pode-se citar como
exemplos o heptanal, que compunha apenas 12% do perfume do filete novo e passou a
representar 1,2% do perfume floral existente nos filetes velhos, e 0 4-(2-propenil) fenol,
que passou de 21,4% existente nos filetes novos para 4% nos filetes velhos. Outros
compostos, como o nonanal, tiveram sua porcentagem relativa reduzida de 40% a 5,4%,
enguanto outros ainda passaram de traco a alguma quantidade significativa, ou o
contrario. Essas modificagbes indicam claramente a existéncia de diferencas entre o
perfume floral encontrado nas flores novas e nas velhas. Entretanto, um exame
quantitativo se mostra necessario para que se possa avaliar com mais propriedade as
dimensoes dessas diferencas.

Sobre o display floral, foi notado, durante os ensaios, que quando havia flores
novas nao miméticas (tratamento a) préximas a flores novas miméticas (tratamento b),
podia-se observar um aumento de visitas nestas flores, e os polinizadores também se
aproximavam e pousavam em flores velhas miméticas (tratamento d), mesmo sendo
uma flor velha. Entretanto, no caso de flores do tratamento b (flores novas miméticas)
préximas do tratamento c (flores velhas ndo miméticas), as abelhas sequer se
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aproximavam para averiguar, apesar de se tratar de uma flor nova, com pdlen
disponivel, apenas apresentando suas pétalas alteradas. Nesse caso, 0 excesso de flores
roxas sem nenhuma flor com pétalas brancas nas proximidades ndo funcionava como
um atrativo para a abelha (Figura 3).

Dentre as quatro situagcdes expostas pela Figura 3, a (c) foi a que mais
proporcionou atracdo uma vez que a flor modificada tinha aspecto de velha, mas
perfume de nova. As flores brancas ao redor induziam a abelha a se aproximar e, uma
vez perto da flor modificada, elas realizavam a visitacdo atraidas possivelmente pelo
perfume. Essa observacgédo qualitativa indica que a disposic¢ao das flores novas, velhas e
miméticas influenciavam as visitas das abelhas.

Kudo et al. (2007) analisaram a importancia do display floral para o
comportamento dos polinizadores, utilizando flores artificiais em diversas composicoes
de cores e de tamanho das inflorescéncias. Eles concluem que a eficiéncia da mudanga
de cor sobre a atracdo, o numero de flores visitadas e a eficiéncia dos polinizadores séo
afetados pelo tamanho do display da planta como um todo e pelo padréo de floracdo das
plantas.

Makino et al. (2007) observaram que as densidades de visitantes aumentaram
com o tamanho do display floral, tanto para visitantes ocasionais quanto para visitantes
regulares em Cirsium purpuratum. Além disso, plantas com displays maiores
provavelmente experimentam maior diversidade de parceiros por atrair mais visitantes
ocasionais, mas elas também garantem encontros com outras plantas aumentando o
retorno dos visitantes regulares. Conforme indicado na Figura 3, as situacdes (a) e (c)
recebiam mais visitas nas flores alteradas do que as que se encontravam nas situagoes
(b) e (d), que apresentavam um display composto principalmente por flores velhas e que
eram evitadas pelas abelhas possivelmente por ndo apresentarem indicios visuais de
oferta de polen.

Pode-se também considerar que, uma vez que a retencao das flores velhas nessas
especies de Tibouchina efetivamente ocorre, pode ser importante distinguir a presenca
de flores velhas das jovens, evitando que a flor velha seja mimética da nova. Novos
estudos devem ser conduzidos, visando a comparacdo entre flores cuja antese é
extendida, para verificar se e como ocorre a mudanga de cores nessas especies.

Dessa maneira, 0 presente estudo, tendo estabelecido relacGes entre a mudanca
de coloracdo e de perfume das flores de T. pulchra e T. sellowiana, e as taxas de
visitacdes de polinizadores, conclui sugerindo que tanto a coloragdo quanto o perfume
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das flores de T. pulchra e T. sellowiana ndo podem ser indicados como fatores Unicos
para a atratividade de seus polinizadores, mas que atuam de forma sinérgica (Lehrer,
1997; Majestic et al., 2007). Andlises das respostas das abelhas aos perfumes por
detector eletroantenografico seriam interessantes para avaliar o grau de influéncia das
mudancas de composicao floral sobre as abelhas.

O presente estudo também sugere que haja prosseguimento nas investigacdes
sobre os fatores que influenciam a atratividade dos polinizadores de T. pulchra e T.
sellowiana (isoladamente ou correlacionados, uma vez que cada fator parece exercer
influéncia na taxa de visitacdo dos polinizadores sobre os demais fatores), levando-se
em conta as possiveis variagdes no display floral apresentado pela planta, analisando-se

as diferentes proporcées entre flores novas e velhas proximas umas das outras.
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TABELA 1: Viabilidade polinica de T. pulchra durante os trés primeiros dias da antese.

Tamanho da antera

Gréos viaveis

Gréos inviaveis

1°dia

2° dia

3°dia

O U O UV O T

1062
1070

1026
1091

1053
1078

138
130

174
109

147
122

TABELA 2: Eficiéncia dos polinizadores de T. sellowiana.

Polinizadores

Polinizacdes

Frutos formados

B. morio

B. atratus

18
14

TABELA 3: Compostos volateis observados por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometro de massa (CG-EM) em filetes de T. pulchra.

Tempo de Retengéo (min)

Abundancia relativa (%)

Compostos

filete novo filete velho

7.43

9.23

9.81

12.51

12.84

0.00

12.00

1.00

19.00

1.00

0.67

1.22

0.00

15.17

0.00

desconhecido
Heptanal
desconhecido
1-Octen-3-ol

desconhecido




13.24 1.00 0.00 desconhecido

13.6 1.00 0.88 Octanal

14.69 0.00 14.01 Limoneno

14.99 1.00 1.04 desconhecido

15.45 1.00 0.77 Aldeido fenil acético
15.64 2.00 0.00 Monoterpeno néo identificado
17.01 1.00 0.00 desconhecido

18.09 1.00 1.28 Linalol

18.29 40.00 5.49 Nonanal

18.68 1.00 2.05 Benezeno etanol
19.26 3.00 0.00 1-Octenotiol

19.89 1.00 1.94 Fenil acetonitrila
21.54 0.00 0.64 desconhecido

21.86 0.00 0.69 desconhecido

22.27 1.00 0.00 desconhecido

23.01 1.00 2.54 Decanal

24.12 2.00 1.01 desconhecido

25.21 4.00 21.47  4-(2-propenil) fenol
25.55 0.00 1.17 Decenal

25.95 2.00 0.66  Acido nonangico

26.96 5.00 27.30 Indol
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TABELA 4: Numero de visitas as flores de T. pulchra e T. sellowiana no ensaio de

cores.

Polinizador Tratamentoa Tratamentob Tratamentoc Tratamentod
(flores novas) (flores novas (flores velhas) (flores velhas

miméticas) miméticas)

T. pulchra

T. spinipes 24 11 0 0

P. subnuda 29 4 0 0

M. bicolor 14 4 0 0

T. sellowiana

B. morio 46 36 0 7

B. atratus 19 13 0 0

Augochloropsis

sp 2 1 0 1

TABELA 5: Numero de visitas as flores de T. pulchra e T. sellowiana no ensaio de

perfumes.

Polinizador Tratamentoa Tratamentob Tratamentoc Tratamentod
(flores novas) (floresnovas  (flores velhas)  (flores velhas

mimeéticas) mimeticas)

T. pulchra

B. atratus 8 4 0 0

Nao

identificada 1 1 0 0

T. sellowiana

B. morio 35 25 3 8

B. atratus 10 11 0 2

P. saiqui 3 3 0 2
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FIG. 1:1 — Tratamento a, flor nova. 2 - Tratamento b, flor nova mimética com pétalas
de flor velha (mimética de cor). 3 - Tratamento c, flor velha. 4 - Tratamento d, flor
velha mimética com pétalas novas (mimética de cor). 5 - Flor de T. sellowiana no
primeiro dia apds a antese, apresentando pétalas com coloracdo branca e bordas roxas, e
pecas reprodutivas brancas. 6 - Flor de T. sellowiana no segundo dia ap6s a antese,

apresentando coloracdo arroxeada palida e filetes rosados.
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FIG. 2: Cromatogramas dos compostos volateis de filetes de T. pulchra. A) Filete de

flores de primeiro dia de antese; B) filete de flores de segundo dia de antese.
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FIG. 3: Combinacg6es encontradas de display floral durante o experimento de cores. Em

(@) e (c), as abelhas pousavam na flor roxa modificada, enquanto em (b) e em (d) elas
raramente se aproximavam para averiguar.



