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Introducao Geral

As espécies que compde uma comunidade vegetal podem ocorrer em agregados
mono ou heteroespecificos. Em ambos os casos elas compartilham ndo sé o espago, mas
também os recursos disponiveis, como nutrientes do solo, luz e agua (Coley et al. 1985).
Além disso, quando florescem no mesmo espaco e tempo, ha também a possibilidade de
competirem pelos servicos dos polinizadores (Levin & Anderson 1970; Phillips et al.

2013), o que pode afetar o seu sucesso reprodutivo.

Os componentes principais do servico de polinizacéo sdo a frequéncia de
visitacdo e a eficacia da transferéncia de pdlen em cada visita (Zych et al. 2013, Freitas
2013). Em agregados heteroespecificos os polinizadores podem se tornar limitantes
havendo reducéo da deposicao de pdlen co-especifico nos estigmas, e subsequente
diminuicao do sucesso reprodutivo (Delmas et al. 2016). Pode ainda haver deposicao de
polen heteroespecifico, com consequente reducdo na deposicao de pdlen co-especifico e
fecundaco (Arceo-Gomez & Ashman 2011). Adicionalmente, em flores ocorrendo em
agregados heteroespecificos pode ocorrer perda de p6len co-especifico nas flores
(Larson et al. 2006). Dessa forma, € preciso analisar quem s&o os polinizadores

associados a essas espécies de plantas e seus respectivos comportamentos.

Nos ultimos anos diversos estudos tém buscado entender o papel de Apis
mellifera L. na polinizac&o de espécies nativas. Tem sido demonstrados impactos
devido a competicdo com abelhas nativas pelas mesmas fontes de recurso, mudancgas na
composicado da comunidade de plantas e até transmissao de patogenos (Mallinger et al.

2017). Isso ocorre pois A. mellifera apresenta comportamento diferente do das abelhas



nativas quanto ao modo de coleta e transporte de pdlen, bem como da quantidade de

polen dispersado e consumido (Freitas 1997; Garcia-Garcia et al. 2001).

Portanto, nesse estudo buscamos entender como a ocorréncia em agregados
heteroespecificos afeta o sucesso reprodutivo de Richardia grandiflora (Rubiaceae) e de
Ludwigia lagunae (Onagraceae), duas espeécies de plantas nativas no Pantanal sul, e
qual a eficiéncia de Apis mellifera, comparativamente a de espécies de abelhas nativas,
na polinizacao dessas espécies que funcionaram como dois modelos experimentais. No
capitulo 1, avaliamos as diferencas no sucesso reprodutivo dessas espécies de plantas
em duas situacdes: em agregados hetero e monoespecificos. A riqueza e a abundancia
da carga polinica depositada nos estigmas, bem como o numero de frutos viaveis e o
peso dos frutos produzidos foram utilizados como indicadores de sucesso reprodutivo.
No capitulo 2 selecionamos os visitantes nativos mais frequentes e comparamos sua
eficiéncia de polinizacdo em relacdo a da abelha Apis mellifera analisando qual desses
grupos (nativa x exotica) € capaz de depositar maior quantidade de gréos de polen co-

especifico no estigma das flores.
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CAPITUL O 1: Formatado de acordo com a revista Plant Biology.

A agregacao heteroespecifica afeta negativamente o sucesso reprodutivo de duas espécies
vegetais do Pantanal Sul

Karen Cristine B. S. Santos’, Camila S. Souza?, Rafael Arruda®®, Andréa C. Araujo*

! Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Vegetal, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal

de Mato Grosso do Sul. Cidade Universitaria, Av. Costa e Silva, s/n - Pioneiros, Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, Brasil. karenbsantos.bio@gmail.com / +55 67 99104-5722

2 Programa de Pés-Graduacdo em Ecologia e Conservacdo, Instituto de Biociéncias, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul. Cidade Universitaria, Av. Costa e Silva, s/n - Pioneiros, Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, Brasil.

3 Instituto de Ciéncias Naturais, Humanas e Sociais, Universidade Federal de Mato Grosso. Av.
Alexandre Ferronato, 1200 - St. Industrial, Sinop - MT, Brasil.

4 Instituto de Biociéncias, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Cidade Universitaria, Av.
Costa e Silva, s/n - Pioneiros, Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Resumo: Em uma comunidade com diferentes espécies vegetais co-ocorrendo no
espaco, e cujos periodos de floracdo se sobrepdem, a ocorréncia em agregados pode ser
negativa, devido a potencial competicdo pelos recursos abioticos necessarios para a
producdo de sementes ou pelos servigos dos polinizadores. Assim, de modo a avaliar
como a agregacao heteroespecifica afeta o sucesso reprodutivo (i.e. 0 nimero de frutos
viaveis formados e seu peso) estudamos duas espécies auto incompativeis no Pantanal
Sul. A coleta de dados foi realizada na Base de Estudos do Pantanal (BEP-UFMS) em
Corumbd, Mato Grosso do Sul, Brasil, onde estabelecemos 60 parcelas, 30 para cada
espéecie focal (Richardia grandiflora e Ludwigia lagunae), sendo 15 parcelas em
manchas monoespecificas e 15 em heteroespecificas. Avaliamos a carga polinica
depositada nos estigmas pelos visitantes florais e também a formacdo de frutos e
sementes. Nossos resultados mostraram que L. lagunae tem maior riqueza e abundancia
de carga polinica nos estigmas quando em manchas heteroespecificas, e nessa condi¢do
houve uma reducao significativa no peso dos frutos. Em Richardia grandiflora também
foi detectada maior riqueza e abundancia de carga polinica em manchas
heteroespecificas, tendo havido formacdo de maior nimero de frutos vidveis (i.e. com
mais sementes) em manchas monoespecificas. Dessa forma, concluimos que para ambas

as espeécies, os individuos em parcelas monoespecificas apresentaram maior sucesso
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reprodutivo, pois conseguiram produzir frutos de maior peso; ou maior quantidade de

frutos viaveis, o que pode garantir maior sucesso reprodutivo.

Palavras-chave: densidade floral, polinizagdo cruzada, eficiéncia de polinizacao,

limitacdo de poélen, autoincompatibilidade.

Introducéo
A polinizagdo e uma relagdo de mutualismo (Rech & Brito 2012) em que as

plantas produzem recursos, como néctar e polen, os quais atraem animais polinizadores
que fazem a dispersao de pélen entre individuos co-especificos, facilitando assim sua
reproducédo (Mitchell et al. 2009). As plantas que florescem no mesmo espaco e tempo
podem interagir de duas maneiras: a primeira é afetando a taxa de visitagdo uma da
outra. Quando h& grande quantidade de recursos disponiveis ao visitante, uma
determinada flor tem menores chances de receber uma visita devido a competigao pelos
servigos dos polinizadores (Caruso 1999; 2000; Brown et al. 2002), caracterizando
assim um efeito no estagio de pré-polinizacdo. A segunda forma de interacdo ocorre no
estagio pos-polinizacéo, através da transferéncia do polen heteroespecifico (PH) e /ou
interacdes pdlen-pistilo (Ashman & Arceo-Gomez 2013). Muitos estudos apontam que a
deposicdo do PH pode interferir na polinizacdo e, em alguns casos comprometer a
aderéncia do grdo de pélen co-especifico (PC) (Morales & Traveset 2008; Duffy &
Stout 2011; Montgomery & Rathcke 2011; Briggs et al. 2015; Carvallo & Medel 2016;
Arceo-Gomez et al. 2018). As plantas podem receber PH devido ao comportamento de
visitantes florais oportunistas, que acabam nao depositando pdlen compativel (Murphy
2000; Brown et al. 2002), ou podem perder os grdos de PC durante o transporte

(Thomson & Eisenhart 2003).



Diante disso, seria esperado que plantas em estandes monoespecificos teriam
maior sucesso reprodutivo, pois a disposi¢do de individuos da mesma espécie proximos
uns aos outros, facilitaria o transporte desses gréos de pélen compativeis e aumenta a
atratividade. De fato, para algumas espécies vegetais, apenas o fato de os gréos de pdlen
viaveis e co-especificos chegarem ao estigma pode ser suficiente para a formacédo de
sementes (Ashman et al. 2004). No entanto, em espécies auto incompativeis, se a carga
polinica de PC contiver muitos grdos de pélen do proprio individuo, a planta pode
enfrentar um problema adicional, que € a diminuicdo das chances de germinacéo do
polen advindo da polinizacdo cruzada (Duncan et al. 2004). Este fato pode ser
intensificado em espécies zoofilas, pois € comum que os polinizadores visitem
sequencialmente diversas flores em um mesmo individuo ou em individuos préximos,
que podem ser aparentados (Snow 1982; Eckert 2000).

Em condi¢Ges naturais, os estigmas podem receber uma mistura de gréos de
polen compativeis, incompativeis e heteroespecificos (Shore & Barrett 1984). A
composicao dessa carga polinica pode ser determinada pelas espécies de plantas
florescendo nas proximidades das flores em questdo (Aizen & Harder 2007; Brosi
2016). Exibicdes florais abundantes (p.ex. em espécies que ocorrem em manchas de
grande tamanho), muitas vezes levam os polinizadores a forragearem na mesma planta e
em individuos préximos entre si, 0 que, para individuos auto incompativeis diminui a
chance de receber uma carga polinica compativel (Jacobi & del Sarto 2007).

Portanto, entender as relagdes quantitativas entre o nimero de grdos de polen
compativeis depositados sobre um estigma e o nivel de fertilizacdo dos 6vulos em uma
dada espécie de planta é importante para avaliar a importancia da limitagdo do pdlen na

producédo de sementes e frutos (Aizen & Harder 2007; Harder & Aizen 2010). Além



disso, a compreensdo dos efeitos da distribuicdo espacial dos individuos, em agregados
mono ou heteroespecificos, sobre o sucesso reprodutivo é um importante passo para
entender as estratégias reprodutivas e de sobrevivéncia dessas espécies.

Dessa forma, o0 objetivo desse estudo foi avaliar como a agregacao
heteroespecifica afeta o sucesso reprodutivo de duas espécies auto incompativeis no
Pantanal Sul. Nossa hipotese é que, devido & maior mistura de polen nos estigmas,
plantas em agregados heteroespecificos terdo menor sucesso reprodutivo que aquelas

ocorrendo em estandes monoespecificos.

Material e Métodos
Local de estudo

A coleta de dados foi realizada no periodo de setembro a novembro de 2017 na Base de
Estudos do Pantanal, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em Corumb,
Mato Grosso do Sul, Brasil. A area localiza-se nas sub-regides do Miranda e Abobral
(57°02'22"W; 19°34'52"S), no Pantanal sul mato grossense. O clima € Tropical
Chuvoso de Savana, subtipo Aw (Kottek et al. 2006), com duas estacGes bem definidas,
uma chuvosa (outubro a marco) e outra seca (abril a setembro), com temperatura média
anual de 26°C (Silva et al. 2000). A pluviosidade oscila entre 800 e 1400 mm/ano,
sendo que 80% das chuvas ocorre entre 0s meses de novembro e margo (Silva et al.

2000).
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Espécies selecionadas

As duas espécies focais foram escolhidas durante estudos prévios em campo,
onde constatamos sua ampla distribuicdo, abundancia na area de estudo e ocorréncia em
diferentes tipos de agregados (mono e heteroespecificos) com densidades variaveis,
fatores fundamentais para a conducao desse estudo. Além disso, foram selecionadas por
serem espécies auto incompativeis, de modo que nao produzem frutos por
autopolinizagdo, assegurando assim que o polen germinado nos estigmas foi trazido por
um visitante e evitando as possiveis diferengas nas taxas de formagao e peso dos frutos

provenientes de autopolinizagdo e polinizagdo cruzada.

Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.) Steud. (Rubiaceae) é uma espécie
herbécea perene de distribuicio neotropical. E muito abundante na area de estudo,
ocorrendo em manchas de tamanhos variados. Seu hébito de crescimento é rasteiro, com
altura média de 15 a 20 cm. Cada individuo apresenta em média 5+2 inflorescéncias, do
tipo glomérulo capituliforme, localizadas na posi¢édo terminal dos ramos (Cruz &
Martins 2015). Uma inflorescéncia produz em média de trés a cinco flores por dia, com
antese diurna a partir das 8h30 e tem longevidade curta, estando com suas estruturas
reprodutivas receptivas até as 14h00. As flores de R. grandiflora sdo andrdginas,
diperiantadas, heteroclamideas. Possui calice hexamero, soldado na base, e corola
infundibuliforme, branca e lilas, hexamera, com um anel de tricomas na porcéo inferior
interna. O androceu tem seis estames, homodinamos, excertos, presos na fauce; anteras
ditecas, dorsifixas, com deiscéncia longitudinal, e o estigma é trifido (Cruz & Martins
2015). Os frutos sdo esquizocarpos, separando-se em trés mericarpos indeiscentes apos a

maturacao.
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Ludwigia lagunae (Morong) H. Hara (Onagraceae) € uma espécie herbacea
anfibia emergente (Pott & Pott 1997) de ampla distribuicdo. Floresce o ano todo e,
assim como R. grandiflora, ocorre em manchas naturais de tamanhos variados. Os
individuos medem entre 180 e 200 cm de altura. O padréo geral das flores dessa espécie
é de quatro pétalas amarelas livres, com oito estames também livres. Os estigmas
possuem aspecto Umido por conta da presenca de células papiladas, com secre¢do
estigmatica (Heslop-Harrison 1990). As sépalas e o fruto apresentam coloracao
avermelhada. O ovério € infero com muitos 6vulos que, ao serem fecundados, originam
capsulas deiscentes com muitas sementes. As flores sdo tetrameras, solitarias,
geralmente planas e eretas. A antese ocorre no inicio da manha, com a maioria das

pétalas caindo até o meio da tarde (Vieira 2002).

Principais procedimentos de coleta e anélise de dados

Para avaliar o efeito do tipo de agregagdo no sucesso reprodutivo de R.
grandiflora e L. lagunae, foram estabelecidas 15 parcelas de 2m2 em agregados
monoespecificos (compostos apenas de individuos de R. grandiflora ou de L. lagunae) e
15 parcelas de 2m2 em agregados heteroespecificos (compostos por R. grandiflora ou L.
lagunae e por outras espécies floridas que ocorriam naturalmente proximas a elas).
Dessa forma, foram 30 parcelas para cada uma das espécies focais, totalizando 60
parcelas no estudo. De modo a padronizar as proporc¢oes, as espécies focais

representaram 20% de cobertura nas parcelas heteroespecificas.

Em cada uma das 60 parcelas foram coletadas 10 flores para a contagem e
identificacdo dos tipos polinicos encontrados nos estigmas. Essas flores foram retiradas

ao acaso, ao final do periodo de antese, procurando abranger toda a extensdo da parcela.
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Os estigmas foram montados em laminas com gelatina fucsina, seguindo o0 método
proposto por Dafni (1992), e em laboratdrio foi feita a identificacdo dos tipos polinicos
encontrados. Pelo menos outras dez flores da espécie focal foram marcadas para que
acompanhéassemos a producao de frutos e sementes na parcela. Apos 20 a 30 dias, 0s
frutos marcados foram recolhidos e analisados quanto a presenca de sementes. Esses
frutos que produziram sementes (aqui definidos como “frutos viaveis”) foram secos em
estufa (50°C por 48 horas) para posterior pesagem em balanca de precisdo. O numero de
frutos vidveis produzidos e o peso desses frutos foram as medidas de sucesso
reprodutivo adotadas neste estudo.

A riqueza da carga polinica, 0 numero de grédos de PH e PC, o numero de frutos
viaveis e 0 peso desses frutos foram avaliados em relacdo ao tipo de parcela (mono ou
heteroespecifica) usando modelos lineares. Como o numero de grédos de PH e PC
apresentou um grande intervalo de valores, usamos a funcéo log10 para padronizar e
equalizar a variancia (residuos). A analise foi realizada usando o pacote “Ime4” (Bates

et al. 2014) no programa R (R Core Team 2018).

Resultados

A riqueza da carga polinica depositada nos estigmas de Ludwigia lagunae (LM: p =
0,009; R2 ajustado: 0,189; Fig. 1c) e o numero de grdos de PH foram maiores nas flores
das parcelas heteroespecificas (LM: p = 0,003; R2 ajustado: 0,242; Fig. 1e). O numero
de gréos de PC diferiu significativamente entre os dois tipos de parcelas (LM: p = 0,026;
R2 gjustado: 0,133; Fig. 1d), sendo maior nas heteroespecificas. Com relacéo aos frutos
formados, o numero de frutos viaveis ndo diferiu significativamente entre os dois

tratamentos (LM: p=0,378; R? ajustado: -0,006; Fig. 1a). Entretanto, flores em parcelas
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monoespecificas produziram frutos mais pesados (LM: p < 0,009; R2 ajustado: 0,187,

Fig. 1b).

Em Richardia grandiflora, a riqueza da carga polinica (LM: p = 0,0006; R?
ajustado: 0,322; Fig. 2c) e 0 numero de grdos de PH foram maiores em parcelas
heteroespecificas (LM: p = 0,0001; R2 ajustado: 0,384; Fig. 2e). Ja 0 nimero de graos de
PC nos estigmas e o peso dos frutos ndo diferiram significativamente entre as parcelas
(LM: p = 0,612; R2 ajustado: -0,029; Fig. 2d/ p = 0,731; R2 ajustado: - 0,031; Fig. 2b),
mas houve producao de maior numero de frutos viaveis nas parcelas monoespecificas

(LM: p = 0,006; Rz ajustado: 0,210; Fig. 1a).

Discussao

Nossos resultados sugerem que para R. grandiflora e L. lagunae é mais
vantajoso ocorrer em agregados monoespecificos, ja que mais frutos viaveis e frutos
com maior peso, respectivamente, foram produzidos nessas condi¢fes. Em agregados
heteroespecificos houve maior mistura de p6len nos estigmas e consequente reducao no
peso de frutos e formacdo de sementes. De modo semelhante, outros estudos
relacionaram a carga polinica depositada no estigma com o sucesso reprodutivo do
individuo (Elliott e Irwin 2009; Ashman & Arceo-Gémez 2013; Tur et al. 2016), e
reportaram os efeitos negativos da riqueza da carga de pélen sobre a producéo de
sementes e/ou frutos (Kwak 1991; Duncan et al. 2004; Bartomeus et al. 2008; Spigler &
Chang 2008; Arceo-Gomez & Ashman 2011). Esses efeitos negativos da mistura de
polen sobre o sucesso reprodutivo podem ocorrer quando a deposicao dos gréos de
polen vindos de outra espécie ocorre antes da chegada do PC. Nesse caso o estigma
recebe um sinal quimico e pode ser fechado (Brown & Mitchell 2001). De fato, em L.
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lagunae e R. grandiflora, quando a abundancia e a riqueza de gréos de PH foram
maiores nos estigmas analisados, ocorreu a producgéo de frutos mais leves ou de frutos
ndo viaveis.

Outro ponto importante a destacar é que para que ocorra a mistura de polen é
preciso que a planta esteja compartilhando polinizadores com espécies distintas
(Fonseca et al. 2016), e que esses polinizadores sejam de certa forma generalistas. A
abelha exdtica Apis mellifera L. considerada uma espeécie de habito generalista
(Giannini et al. 2015) foi o principal visitante de R. grandiflora, o que pode ter resultado
em uma maior mistura da carga polinica presente nos estigmas, enquanto a carga co-
especifica encontrada ndo diferiu entre as duas classes de parcelas.

Ludwigia lagunae, também foi visitada com alta frequéncia por A. mellifera, mas
seu principal visitante é uma abelha nativa da subfamilia Megachilinae. Para essa
espécie, a quantidade de PH foi maior em agrupamentos heteroespecificos, mostrando
que os visitantes florais que chegam em L. lagunae também visitam as outras espécies
de plantas presentes no agrupamento. Mas quando analisamos o nimero de PC, ele foi
maior em agrupamentos heteroespecificos, o que sugere que essa abelha pode ser mais
efetiva na deposicdo de polen da propria espécie. Além disso, os estigmas de L. lagunae
possuem uma espécie de muco gelatinoso que facilita a aderéncia da carga polinica,
principalmente quando a flor é visitada pela abelha Megachilinae, que investe mais
tempo na visita de cada flor e tem morfologia corporal adaptada a morfologia floral da
espécie.

Apesar da abelha Megachilinae ser capaz de depositar grdos de PC, grande
quantidade de PH foi encontrado nos estigmas das flores de L. lagunae, o que pode ser

um fator que esta influenciando seu sucesso reprodutivo, podendo causar a obstrucéo do
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estigma (Holland & Chamberlain 2007) e resultando na fecundacéo de menor nimero
de dvulos (Morales & Traveset 2008). Isso foi evidenciado nas parcelas
heteroespecificas, onde a quantidade de PH depositado nos estigmas foi maior e o
sucesso reprodutivo diminuiu. De modo semelhante, em um estudo com a espécie
Decodon verticillatus (L.) Elliott (Lythraceae), o nimero de sementes por fruto foi
menor quando a carga polinica no estigma era heteroespecifica (Da Silva & Sargent
2011). Jaem R. grandiflora o peso dos frutos ndo diferiu significativamente entre as
parcelas mono e heteroespecificas. Como o nimero de gréos de PC também ndo diferiu
nos estigmas, tanto as parcelas monoespecificas como as heteroespecificas tiveram

médias baixas de PC, isso pode estar refletindo no peso dos frutos.

Em algumas espécies parece ndo haver desvantagem em crescer fora de
agregados com outras espécies, pois dessa maneira diminuem a competicdo e aumentam
as chances de sucesso reprodutivo (Pettersson 1997). Porém, a ocorréncia em agregados,
mesmo que heteroespecificos, resulta na atracdo de um maior nimero de polinizadores
(Elliott & Irwin 2009) o que aumenta as chances de receberem visitas. Assim, 0s
beneficios da ocorréncia isolada ou em agregados hetero e monoespecificos resulta de
um balanco entre a atracdo dos visitantes e as consequéncias no sucesso reprodutivo.

Portanto, concluimos que individuos de R. grandiflora e L. lagunae em parcelas
monoespecificas apresentaram maior sucesso reprodutivo, pois produziram frutos mais
pesados e/ ou com maior viabilidade, comparativamente aqueles ocorrendo em parcelas
heteroespecificas. Porém, o tipo de agrupamento em que essas espécies se encontram
néo é o Unico fator que pode estar determinando seu sucesso reprodutivo. Esse sucesso
parece resultar de uma combinacéo entre o tipo e o tamanho dos agrupamentos, e a
identidade dos polinizadores que visitam suas flores. Sugerimos que estudos futuros
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avaliem a partir de qual propor¢éo de cobertura das espécies focais as vantagens de
ocorrer em agregados heteroespecificos passam a ser maiores, sem que haja efeitos

negativos sobre o sucesso reprodutivo dessas espécies.
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Figura 1. Relacdo entre as varidveis e o tipo de parcela (Heteroespecifica e
Monoespecifica), a- nimero de frutos viaveis (p = 0.378), b- peso dos frutos (p <
0.009), rigueza da carga polinica (p<0.009), d- nimero de grdos de polen co-
especificos (p< 0.026) e, e- nimero de grdos de pdlen heteroespecificos (p< 0.003) em
parcelas mono e heteroespecificas de Ludwigia lagunae. As variaveis representadas
no eixo Y foram transformados para log10, de modo a melhorar o ajuste do modelo.

23



101 ‘

o
w
L

0.11

Numero de frutos viaveis
[ ]
Peso dos frutos
o
N

44 -

Heteroespecifica  Monoespecifica Heteroespecifica  Monoespecifica

c) d)

)

(S

o
L

2001

150 1

100 1

(2]
o
L

Riqueza da carga polinica
w
N° graos de polen co-especificos

Heteroespecifica Monoespecifica Heteroespecifica Monoespecifica
Parcelas

e)

401

20

N° graos de polen heteroespecificos

Heteroespecifica  Monoespecifica
Parcelas
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Monooespecifica), a- nimero de frutos vidveis (p<0.006), b- peso dos frutos
(p<0.731), riqueza da carga polinica (p<0.0006), d- nimero de grdos de pélen co-
especificos (p < 0.612) e, e- nimero de grdos de pdlen heteroespecificos (p<0.0001)
em parcelas mono e heteroespecificas de Richardia grandiflora. As variaveis
representadas no eixo Y foram transformados para log10, de modo a melhorar o ajuste
do modelo.
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CAPITULO 2: Formatado de acordo com a revista Apidologie.

Abelhas nativas sdo mais eficientes que Apis mellifera L. na polinizacédo de duas espécies

vegetais no Pantanal Sul

Karen Cristine B. S. Santos’, Camila S. Souza?, Rafael Arruda®®, Andréa C. Araujo*
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Resumo: Apis mellifera L. é uma espécie exdtica invasora que pode causar impactos
negativos sobre abelhas nativas devido a competicdo pelos recursos florais
compartilhados. Como consequéncia, pode haver a reducdo das populacdes de abelhas
nativas, com efeitos sobre o servigo de polinizagdo. Poucos estudos avaliaram o impacto
de Apis mellifera na polinizacdo de espécies nativas, e a maioria dos estudos existentes
sob esse enfoque analisou os efeitos de apenas uma visita. Assim, nesse estudo
comparamos a eficiéncia de polinizacdo apds uma, duas e trés visitas de A. mellifera em
relacdo a de abelhas nativas em Richardia grandiflora e Ludwigia lagunae, duas
espécies vegetais nativas do Pantanal Sul. Para isso, selecionamos duas espécies de
abelhas nativas de tamanhos similares ao de A. mellifera, sendo elas, Trigona spinipes e
uma abelha da subfamilia Megachilinae. Botdes em pré-antese foram ensacados, e apds

a antese, estabelecemos tratamentos de flores que recebiam uma, duas ou trés visitas de

cada espécie de abelha. Repetimos esses tratamentos 15 vezes e, ao final, montamos
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laminas dos estigmas para a contagem dos graos de polen depositados. Apis mellifera
depositou menos grdos de pdlen em relagdo as abelhas nativas, porém em Ludwigia
lagunae essa diferenca foi significativa apenas no tratamento de trés visitas e para
Richardia grandiflora, no tratamento de duas visitas. Essas diferengas podem ser
explicadas pelo fato de as espécies de abelhas nativas investirem mais tempo na coleta
de recursos em cada flor. Assim, a chance de contatarem as estruturas reprodutivas
coletando e depositando o pdlen é maior, sendo mais vantajoso para as plantas receber
visitas dessas espécies. Uma vez que ndo detectamos diferencas na eficiéncia de
polinizacgdo entre abelhas nativas e A. mellifera no tratamento de uma visita, destacamos
que estudos futuros com o intuito de avaliar essas diferencas incluam tratamentos com

maior numero de visitas.

Palavras-chave: deposicédo de pdlen / eficiéncia de polinizacdo / competicdo / coleta

de recurso / recurso floral / taxa de visitacédo
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1. Introducéo

Muitas espécies de angiospermas dependem dos servicos de polinizacao
executados por animais para completar seu ciclo reprodutivo (Ollerton et al. 2011; Van
der Niet & Johnson 2012). Em contrapartida, é produzida uma grande variedade de
recursos florais (polen, néctar, resinas, odores, tecidos florais). Porém, a qualidade dos
servicos de polinizacéo prestados difere entre esses visitantes (Garratt et al. 2014), ja
que muitos animais visitam as plantas e se alimentam dos recursos oferecidos sem, no
entanto, efetivarem a polinizacdo (Solis-Montero et al. 2015). Neste sentido diferenciar
polinizadores dagueles animais que apenas subtraem o recurso sem polinizar é
equivalente a identificar mutualistas e antagonistas dentro da mesma categoria, que € a
de visitantes florais. Essa diferencia¢do tem impactos enormes, pois o saldo final das
interacdes pode direcionar de forma contratante os mecanismos de selecdo e 0 processo
evolutivo das linhagens como um todo (Rech e Brito 2012).

Durante muito tempo as abelhas invasoras ndo despertaram preocupacao devido
a sua importancia econémica associada ao servico de polinizacdo que prestavam
(Goulson 2003), sendo geralmente consideradas positivas no sentido de aumentar a
produtividade no setor agricola (Witter & Blochtein 2003; Alves & Freitas 2007; Faria
Junior et al. 2008). Em meados do século passado, a abelha Apis mellifera L., uma
espécie que ocorre naturalmente em grande parte da Europa, foi introduzida em muitos
continentes incluindo a América do Sul, América do Norte e Australia (Paini 2005).
Essa abelha exdtica se espalhou rapidamente, e os impactos que pode causar nas abelhas
nativas, atraves do aumento de competicdo por exploracdo devido a sobreposi¢do de uso
de recursos como o nectar e pélenbem como por interferéncia séo ainda pouco

conhecidos (Paini 2004, Mallinger et al. 2017).
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Apesar de A. mellifera ser reconhecida como polinizadora eficiente de algumas
culturas agricolas, uma andalise mundial concluiu que as abelhas nativas sdo, em muitos
casos, polinizadoras mais efetivas tanto em ambientes naturais como em
agroecossistemas (Garibaldi et al. 2013). Essa diferenga em eficiéncia pode ser
relacionada ao comportamento de forrageio e ao ajuste morfoldgico da abelha com as
flores. Muitos estudos também tentam entender a influéncia do comportamento de A.
mellifera sobre as espécies de abelhas nativas (Paini 2004; Roubik 2009; Aizen &
Harder 2009; Brittain et al. 2013; Howard & Barrows 2014). E reportado que algumas
plantas polinizadas por abelhas nativas e aves, podem ter 90% do recurso floral
removido quando visitadas por A. mellifera (Paton 1993). Isso confere uma vantagem
dessa abelha sobre os demais visitantes com as quais sobrepde no uso de recursos,
conforme ja reportado no Pantanal (Boff et al. 2013). Além disso, o habito de iniciar o
forrageamento nas primeiras horas do dia, e em grupos com grande nimero de
individuos (Hung 2018), intensifica o efeito da competicdo por exploracao, pois abelhas
nativas despendem energia e tempo para competir ou escolher flores sem a presenca de
A. mellifera (Minussi & Alves-dos-Santos 2007), que rapidamente exaurem 0S recursos
florais das manchas que visitam (Paini 2004). H4 também registros de alguns casos em
que espécies dos géneros Bombus e Xylocopa interagem agonisticamente com A.
mellifera pelo acesso aos mesmos recursos florais. E, devido a competicao por
interferéncia, essas abelhas nativas sdo frequentemente deslocadas de fontes florais mais
ricas (Schaffer et al. 1979; 1983; Ginsberg 1983; Thomson 2004). Resultado semelhante
foi relatado em um estudo no Panama4, onde a presenca de A. mellifera impediu o acesso
das abelhas nativas da tribo Meliponini as suas fontes de recurso preferidas, resultando

em um menor acumulo de p6len no ninho (Roubik et al. 1986).
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Assim, além dos possiveis impactos nas populacdes de abelhas nativas, A.
mellifera pode ter também efeitos negativos nos servicos de polinizacdo, visto que essas
abelhas exdticas podem diferir das nativas quanto aos padrdes espaciais e/ou temporais
de transporte de pdlen, ao recurso coletado, e a propor¢do de polen que é dispersado
para outras flores ou consumido (Mallinger et al. 2017). Esses impactos despertaram
uma crescente preocupacdo com a conservacao das espécies de abelhas nativas, tanto no
meio cientifico quanto no politico (Spivak et al. 2011, Wolowski et al. 2018). Sendo
assim, o entendimento dos mecanismos de interacao entre espécies exoticas e nativas
pode contribuir para o melhor manejo de invasdes bioldgicas e a compreensao sobre o
papel da competicdo na estruturacdo de comunidades (Thomson 2004). E, no caso mais
especifico de A. mellifera, uma espécie exotica, entender seus efeitos no servico de
polinizac&o de espécies nativas.

Uma das formas de verificar o impacto dessas interacfes na polinizacéo € medindo a
eficiéncia de polinizagdo, que é diretamente afetada pela estratégia de forrageamento
dos polinizadores (Borrell 2007), bem como pelo ajuste morfoldgico entre flor e
polinizador (CaraDonna et al. 2017). Em geral as flores sdo visitadas por mais de uma
espécie de polinizador, que apresentam diferentes eficiéncias (Goulson 2003). Um
polinizador eficiente € aquele que contribui para o sucesso reprodutivo da planta,
através do consumo de recursos florais, com baixo desperdicio de polen (Freitas 2013).
Uma das métricas mais utilizadas nos estudos que medem a eficiéncia de um polinizador
€ 0 nimero de graos de pdlen depositados no estigma (Freitas 2013; Maruyama et al.
2018). Sendo assim, neste estudo comparamos a eficiéncia de polinizacdo de Apis
mellifera em relagéo a das abelhas nativas em duas espécies vegetais nativas do Pantanal
Sul. A nossa hipotese é que plantas visitadas por Apis mellifera terdo menor nimero de

gréos de pdlen depositados no estigma e, portanto, menor sucesso reprodutivo quando
29



comparadas aquelas visitadas por abelhas nativas. A previsdo € baseada no
comportamento de visitas de Apis mellifera, caracterizado por ser generalista e com

pouco tempo investido por flor na coleta de recursos.

2. Material e Métodos

2.1 Local de estudo

O estudo foi conduzido na Base de Estudos do Pantanal, da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, (57°02"22"W; 19°34'52"S), em Corumbd, Mato Grosso
do Sul, Brasil. A area de estudo localiza-se nas sub-regides do Miranda e Abobral, no
Pantanal Sul. A coleta de dados foi feita entre 0s meses de setembro e novembro de
2017, contemplando o periodo de transicdo da época seca (abril a setembro), para a

época chuvosa (outubro a margo) (Silva et al. 2000; Kottek et al. 2006).

2.2 Especies selecionadas

As espécies vegetais escolhidas foram Richardia grandiflora (Cham. & Schltdl.)
Steud. (Rubiaceae) e Ludwigia lagunae (Morong) H. Hara (Onagraceae) (Figura 1),
ambas muito abundantes na &rea de estudo, ocorrendo em manchas de tamanhos
variados. Alguns fatores que levaram a escolha dessas espécies foram o fato de ambas
terem seu pico de floragdo entre setembro e novembro e serem auto-incompativeis, ou
seja, ndo produzem frutos e sementes quando suas flores sdo fertilizadas por seu proprio
polen, o que determina a dependéncia exclusiva de polinizadores. Também observamos
que ambas séo visitadas por Apis mellifera (Figura 1a, 1b) e espécies de abelhas nativas

de tamanho similar ao dela. A escolha das abelhas nativas para os experimentos levou
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em conta dois critérios: 1) terem tamanho similar a Apis mellifera e, 2) apresentarem
alta frequéncia de visitas.

Assim, para o experimento com Richardia grandiflora foi escolhida a abelha
nativa Trigona spinipes (Figura 1c), uma espécie comum em regides tropicais
pertencente a subtribo Meliponina. Essa abelha tem tamanho médio, medindo no
minimo 5 mm. E eussocial, embora algumas espécies vivam de alimento roubado de
col6nias de outras espécies (Rech et al. 2013). Seus ninhos sdo, em geral, construidos
em cavidades pré-existentes (ocos de arvores, ninhos abandonados de cupins e formigas

etc.), mas algumas espécies constroem ninhos expostos (Silveira et al. 2002).

A abelha nativa escolhida para conduzir o experimento em Ludwigia lagunae
pertence a subfamilia Megachilinae (Figura 1d), da familia Megachilidae, de abelhas
solitarias. As abelhas desta subfamilia possuem duas caracteristicas distintivas: as
fémeas de todas as suas espécies nao parasitas carregam polen apenas no abdome, em
uma escopa ventral, e utilizam-se de material coletado fora dos ninhos, principalmente
pedacos de folhas e resinas vegetais, para a construcao de suas células de cria (Silveira

et al. 2002).

2.3 Coleta e analise de dados

Para os testes de eficiéncia de polinizacdo, botdes foram ensacados, sendo
desensacados por ocasido da antese para o experimento. O experimento foi dividido em
dois grupos (A. mellifera e abelha nativa), com trés tratamentos relacionados ao nimero
de visitas. Os tratamentos foram: flores que receberam uma visita, flores que receberam
duas visitas e flores que receberam trés visitas (Figura 2). O experimento foi realizado
para ambas as espécies de plantas. Para evitar que outros visitantes contatassem as flores
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enguanto estavamos conduzindo o experimento, uma pessoa observava a flor apos ser
desensacada e impedia as visitas indesejadas com o auxilio de um pucé. Apos as visitas,
0s estigmas eram retirados das flores e montados imediatamente em laminas com
gelatina fucsina, conforme o método descrito por Dafni (1992). Para cada tratamento
fizemos 15 repeticoes, totalizando 45 laminas para cada grupo. Em laboratério, fizemos
a contagem dos grédos de polen co-especificos presentes em cada ldmina. Para a anélise
dos grupos e tratamentos construimos um modelo, utilizando a analise de variancia
multifatorial (ANOVA), e posteriormente fizemos a comparacgdo das médias pelo Teste
de Tukey, ambos realizados no programa R (R Core Team 2018). Definimos como
sucesso de polinizacgdo, a deposicao de graos de pdlen co-especificos nos estigmas das

flores visitadas.

3. Resultados

O namero de grédos de polen co-especificos depositados por A. mellifera nos estigmas
foi menor que o depositado por abelhas nativas, tanto em L. lagunae (ANOVA: F; 87 =
31.372, P = 2.45e-07) como em R. grandiflora (ANOVA: F; g7 = 5.648, P = 0.0197)
(Figura 3). Porém, quando avaliada a diferenca entre tratamentos, em L. lagunae houve
diferenca entre A. mellifera e a abelha nativa apenas com trés visitas, e em R.

grandiflora apenas no tratamento com duas visitas (Tabela 1).

4. Discussao

Abelhas nativas foram mais eficientes que A. mellifera na polinizagdo de L.
lagunae e R. grandiflora, uma vez que depositaram maior numero de grdos de pélen co-

especificos nos estigmas. Esse resultado pode ser explicado pelo comportamento das
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abelhas nativas, que realizam visitas mais longas, contatando tanto anteras quanto
estigmas (Winfree et al. 2007). Apis mellifera normalmente inicia o forrageio mais cedo
do que a maioria das demais espécies de abelhas diurnas (Hung 2018), o que lhe confere
maior vantagem na exploragdo de certas fontes de néctar e pélen (Menezes et al. 2007).
Entretanto, suas visitas rapidas (Goulson 2003) resultam na deposicao de menor carga
polinica nos estigmas a cada visita, conforme registrado aqui. Além disso, em muitas
visitas essa espécie exdtica atua somente como “ladra de podlen”, ndo contatando as
estruturas reprodutivas (Freitas e Sazima 2006). Em nosso estudo, seria de se esperar que
a quantidade de graos de polen nos estigmas aumentasse com mais visitas. Entretanto,
para R. grandiflora, ndo houve diferencga entre a segunda e terceira visita. Isso pode
sugerir que A. mellifera, por apresentar comportamento menos especializado (Giannini et
al. 2015), pode estar “limpando” o estigma depois de certa quantidade de graos de pdlen

depositados.

Em Ludwigia lagunae o sucesso de polinizacdo de A. mellifera ap6s uma ou
duas visitas ndo diferiu do das abelhas nativas. Porém, com mais visitas, essa abelha
tende a diminuir o sucesso reprodutivo da planta, uma vez que ela diminui a quantidade
de grdos de pdlen co-especificos depositados no estigma. J& para R. grandiflora a eficacia
de polinizacdo de A. mellifera diminui em relacdo a da abelha nativa ja com duas visitas.
Ao contrario do registrado em R. grandiflora, em L. lagunae a quantidade de gréos de
polen depositado aumentou progressivamente com o nimero de visitas, conforme o
esperado. Nesta espécie parece haver a influéncia de outro fator que nao apenas o
comportamento de visita de A. mellifera, mas também o seu ajuste morfoldgico a flor de
L. lagunae. Em observagdes de campo constatamos que a abelha nativa investe mais

tempo nas visitas e deposita graos de pdlen de maneira bem mais eficiente.
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A menor eficiéncia da abelha A. mellifera em locais onde é considerada invasora
é reportada por diversos autores, sendo observada a producdo de menor nimero de
sementes apOs uma visita dessa espécie exatica, quando comparado a uma visita de
abelhas nativas (Spira 2001; Sun et al. 2013). Durante a polinizac¢do da planta nativa
Melastoma affine (Melastomataceae) na Austrélia, A. mellifera depositou menos pélen
nos estigmas e removeu mais polen das anteras, comparativamente as abelhas nativas
(Gross & Mackay 1998). No Canada, Bombus sp. depositou mais polen em flores de
Lonicera caerulea (Caprifoliaceae), tendo sido mais eficiente que A. mellifera para a
polinizagdo dessa espécie. Além disso, abelhas A. mellifera ndo eram ativas durante
temperaturas mais frias, ao contrario de Bombus sp. que sdo mais tolerantes e realizam a

polinizagcdo mesmo em situacdo de baixas temperaturas (Frier et al. 2016).

Resultado semelhante também tem sido encontrado em espécies de interesse
econdmico. Um estudo no México comparou a eficiéncia de polinizacdo de A. mellifera e
Melipona beecheii no urucum (Bixa orellana L. - Bixaceae), uma espécie de planta
cultivada. Apis mellifera depositou significativamente menos pélen no estigma, o que
resultou em menor producdo de frutos, e frutos com menor nimero de sementes de menor
peso, comparativamente as abelhas nativas (Caro et al. 2017). Isso pode ser explicado
pelo fato de as flores de urucum possuirem anteras poricidas, que precisam ser vibradas
para a liberacdo de p6len. Como A. mellifera ndo consegue realizar a coleta de p6len por
vibragdo (“buzz pollination”), ela deposita nos estigmas quantidade de graos bem inferior
a depositada por abelhas nativas, que conseguem realizar esse tipo de comportamento.
Entretanto, outros trabalhos reportam maior eficiéncia ou eficiéncia equivalente de A.
mellifera em relacéo as abelhas nativas (Witter & Blochtein 2003, Alves & Freitas 2007,

Neves & Viana 2011).
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Assim, é sugerido que se polinizadores nativos forem perdidos (seja por
competicdo com abelhas exoticas, perda de habitat ou uso de pesticidas), A. mellifera
parece néo ser capaz de fornecer servigco adequado de polinizagdo para todas as plantas
nativas (Roubik 1996), nem tampouco substituir o servigo ecossistémico de polinizagéo
prestado por polinizadores nativos na produgao de frutos (Garibaldi et al. 2013). Essas
abelhas nativas sdo indispensaveis para a polinizacao de algumas culturas (Kremen et al.
2002; Winfree et al. 2007) e manutencdo da diversidade biologica nos ambientes naturais

(Johnson 2010).

Portanto, concluimos que as abelhas nativas sdo capazes de depositar maior
quantidade de gréos de pdlen co-especificos nos estigmas de R. grandiflora e L. lagunae,
mostrando serem significativamente mais eficientes que A. mellifera apds pelo menos
duas visitas as flores. Nossos resultados também apontam a necessidade de experimentos
que avaliem, além da eficiéncia de deposicéo de pdlen com mais de uma visita, também a
taxa de fecundagdo (formacdo de frutos) apds os diferentes tratamentos (nimeros de

visitas).
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Tabela 1: Média e desvio padrdo do numero de grdos de pdlen co-especificos depositados nos
estigmas de Ludwigia lagunae e Richardia grandiflora ap6s uma, duas ou trés visitas de abelhas
nativas e Apis mellifera. Valores do teste de Tukey comparando as médias dos tratamentos de A.
mellifera e abelha nativa.

Tratamento Média + Desvio Valor de P
, Padrdo do n°® de (Teste de Tukey)
(nimero de ~ \
.. graos de pdlen no
visitas) .
estigma
Ludwigia lagunae
1 21,27+ 17,49 1-1: P <0.97
Apis mellifera 2 42,87 +£ 29,41
3 42,27 + 28,01 2-2:P<0.84
. 1 27,80 £10,76 3-3: P <0.0007
Megachilinae
2 32,93+9,14
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3 78 £31,42

Richardia grandiflora
1 15,2 +£10,58 1-1: P <0.54
Apis mellifera 2 23,33+ 12,48 2-2: P<0.02
3 30,73 £ 22,35 3-3: P<0.28
1 28,53 +10,80
Trigona spinipes 2 43,07 +£23,12
3 49,6 + 15,26

- : - | -‘..1‘“‘“
Fig 1. Richardia grandiflora (A) e Ludwigia lagunae (B) sendo visitadas por Apis
mellifera. Em (C) e (D) as mesmas espécies sendo visitadas pelas abelhas nativas Trigona
spinipes e Megachilinae, respectivamente. Escala em 1cm.
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Richardia grandiflora
e

Trigona spinipes

15x

Apis mellifera

Megachilinae
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Fig 2. Esquema dos tratamentos adotados em cada grupo (abelhas nativas e Apis
mellifera). Richardia grandiflora e Ludwigia lagunae recebendo uma, duas e trés
visitas de cada espécie de abelha. Os tratamentos foram repetidos 15 vezes para cada
espécie de planta.
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Fig 3. Quantidade de gréos de pélen depositados no estigma das flores de Ludwigia lagunae (gréfico a esquerda) e Richardia
grandiflora (grafico a direita) apds uma, duas e trés visitas de Apis mellifera e das abelhas nativas Megachilinae e Trigona
spinipes. Letras diferentes indicam diferengas entre os tratamentos. Ludwigia lagunae (p= 0,0286) e Richardia grandiflora (p

= 0,0001).
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Conclusao Geral

Individuos de Richardia grandiflora e Ludwigia lagunae ocorrendo em agregados
monoespecificas obtiveram maior sucesso reprodutivo. Em, L. lagunae devido a
producdo de frutos de maior peso, e em R. grandiflora devido a producéo de mais frutos
viaveis e de maior peso. Esses resultados podem ser explicados pelo papel dos visitantes
florais, que efetuam a deposicéo de carga polinica nos estigmas, com maior deposi¢do
de grdos heterosespecificos em manchas onde a cobertura da espécie focal é baixa.
Tendo em vista que ambas as espécies sdo visitadas pela abelha Apis mellifera,
analisamos também a eficiéncia de polinizacdo dessa espécie comparada a de abelhas
nativas. As espécies nativas depositaram mais grdos de polen co-especificos quando
comparadas a A. mellifera. Porém, essa diferenca sé é detectada a partir de duas visitas
em Richardia grandiflora e de trés visitas em Ludwigia lagunae.

Dessa forma, sugerimos que estudos futuros avaliem a partir de qual proporcao de
cobertura de espécies focais, as recompensas de atracdo dos visitantes passam a ser
maiores que as desvantagens na reducdo no sucesso reprodutivo de uma dada espécie.
Concluimos ainda que diferencas na eficiéncia entre visitantes florais podem ndo ser
detectadas quando analisado o resultado de apenas uma visita, e sugerimos que estudos

com este enfoque avaliem o efeito de pelo menos duas visitas.

45



