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RESUMO

Os sinais emitidos pelas flores podem auxiliar nas estratégias de forrageamento de mutualistas
e antagonistas. Esta sinalizacdo pode ser afetada por agentes antagonistas como florivoros e
ladrbes de polen. A florivoria pode ser ainda mais prejudicial em espécies com maior nivel de
especializacdo, como as do género Senna que apresentam enantiostilia monomorfica. Além
disso, os sinais florais podem indicar relagdes existentes entre qualidade e quantidade de
recurso, esta relagdo é chamada de honestidade floral e € pouco estudada em flores de polen e
em ambientes naturais. Este estudo teve como objetivo investigar os padrdes de florivoria
natural e sua influéncia na atracdo de ladrdes de pdlen, bem como a honestidade floral na
espécie Senna rugosa. O capitulo um traz resultados acerca da influéncia do tamanho floral na
quantidade, locais e formas da florivoria e sua influéncia na atracdo de ladrbes de pdlen.
Observamos que flores menores apresentam maior quantidade de florivoria e que o tamanho
floral afeta os padrbes de local e a forma desta florivoria em Senna rugosa, mas esse atributo
parece ndo ser o principal atrativo para ladrfes de pélen. A florivoria ndo determinou a atracdo
destes antagonistas. No segundo capitulo foi observado que flores menores possuiam maior
quantidade de graos de pélen, e que o tamanho da corola ndo foi o fator determinante na atracéo
de visitantes, ao contrario do tamanho das anteras. De forma geral, os resultados aqui
observados mostram que florivoros de S. rugosa podem se guiar pelo tamanho floral para
decisdes de forrageamento e que ladrdes de pélen podem ter sido instigados as visitas mais pelo
consumo de pdlen do que pelos sinais visuais. Além disso, a maior quantidade de po6len em
flores menores pode indicar sinais especificos para abelhas experientes. Este estudo traz
informacdes importantes acerca de interagdes antagonistas e os padroes de honestidade de sinais
em uma espécie enantiostilica, sendo relevantes para o entendimento de sua reproducédo e

conservacao das populaces e interacdes desta espécie.

Palavras-chave: Enantiostilia, sinalizacdo floral, florivoria, ladrdes de pélen, confiabilidade

de sinais.



ABSTRACT

The signals emitted by the flowers can assist in the foraging strategies of mutualists and
antagonists. This signaling can be affected by antagonistic agents such as florivores and pollen
thieves. Florivory can be even more harmful in species with a higher level of specialization,
such as those of the genus Senna, which have monomorphic enantiostyly. Besides, floral signs
can indicate relationships between quality and quantity of resources, this relationship is called
floral honesty and is little studied in pollen flowers and natural environments. This study aimed
to investigate the patterns of natural florivory and its influence on the attraction of pollen
thieves, as well as floral honesty in the species Senna rugosa. Chapter one provides results on
the influence of floral size on the quantity, locations, and forms of florivory and its influence
on the attraction of pollen thieves. We observed that smaller flowers have a greater amount of
florivory and that the floral size affects the location patterns and the shape of this florivory in
Senna rugosa, but this attribute does not seem to be the main attraction for pollen thieves. The
florivory did not determine the attraction of these antagonists. In the second chapter, it was
observed that smaller flowers had a larger amount of pollen grains and that the size of the
corolla was not the determining factor in attracting visitors, unlike the size of the anthers.In
general, the results observed here show that S. rugosa florivores may be guided by the floral
size for foraging decisions, and those pollen thieves may have been instigated to visit more by
pollen consumption than by visual signs. Besides, the greater amount of pollen in smaller
flowers may indicate specific signs for experienced bees. This study provides important
information about antagonistic interactions and the standards of honesty of signals in an
enantiostylic species, being relevant to the understanding of their reproduction and conservation

of populations and interactions of this species.

Keywords: Enantiostyly, floral signage, florivory, pollen thieves, sign reliability.
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INTRODUGCAO GERAL

Dentre as interagOes entre agentes antagonistas e flores que ocorrem nos ambientes
naturais, uma delas é a florivoria, que trata-se de uma interagdo planta-animal que pode afetar
negativamente a relacdo das plantas e seus visitantes (MCCALL; IRWIN, 2006), definida como
qualquer dano causado as flores ou botdes florais (INOUYE, 1980, MCCALL; IRWIN, 2006,
MCCALL, 2008) que diminui a quantidade de visitas florais e/ou altera o comportamento dos
visitantes (STRAUSS, 1997, MALO; LEIRANA-ALCOCER; PARRA-TABLA, 2001). A
florivoria pode afetar diretamente a visita de polinizadores que respondem as sinalizacdes
apresentadas pelas flores (GUMBERT, 2000). Porém, tais sinais podem atrair também
visitantes indesejados como os antagonistas, sobretudo florivoros, o que representa um desafio
ao sucesso reprodutivo (INOUYE, 1980, BALDWIN et al., 1997, MCCALL,; IRWIN, 2006,
SCHIESTL, 2015, KNAUER; SCHIESTL, 2016), chamado por alguns autores de “dilema da
sinalizacdo” (SCHIESTL; JOHNSON, 2013).

Esta interacdo antagdnica pode afetar também espécies que possuem pétalas com
funcdes especificas, como é o caso de espécies de Senna (COSTA; COSTA; RAMALHO, 2006,
MARAZZI; ENDRESS, 2008), no qual é frequente a ocorréncia de florivoros nas estruturas
reprodutivas (NASCIMENTO; DEL-CLARO, 2007, COTARELLI; VIEIRA, 2009,
COTARELLI; ALMEIDA, 2015;). Espécies deste género apresentam a enantiostilia
(TORRES, 2009, ALMEIDA et al., 2015a, ALMEIDA et al., 2015b, ALMEIDA et al., 2016,
PINHEIRO-COSTA et al., 2018), polimorfismo no qual os individuos apresentam flores
reciprocas direitas e esquerdas (FERRER et al., 2011), que formam imagens especulares uma
das outras (FENSTER, 1995, BARRETT, 2002). Estas espécies apresentam flores com anteras
poricidas, que dependem da vibracdo por abelhas fémeas para a liberacdo de pdlen, processo
conhecido como buzz pollination (Flores de polen; VOGEL, 1978, BUCHMANN, 1983,
ALMEIDA, 2014).

Um dos fatores que pode ser afetado diretamente pela florivoria é a atracdo de
ladrbes de pdlen em flores de buzz pollination, uma vez que a perca de tecido por florivoros
pode alterar os sinais emitidos pela flor (VEGA-POLANCO et al., 2020). Os ladrdes de polen
considerados habituais possuem uma morfologia e/ou comportamento de forrageamento que
dificultam o contato efetivo com o estigma, considerados visitantes ilegitimos (WEISS, 1996,
VEGA-POLANCO et al., 2020). A frequéncia da ocorréncia de roubo de polen é pouco
conhecida e estes agentes podem afetar diretamente a evolucdo de polimorfismos florais
(HARGREAVES; HARDER; JOHNSON, 2009). Diante disso, apesar de varios estudos
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tratarem sobre a relacdo de florivoros, polinizadores e sinais de atracdo (GODSCHALX et al.,
2016, SCHIESTL 2015, KNAUER; SCHIESTL, 2016), € necessario entender também a
florivoria e sua influéncia em espécies com polimorfismos especificos, como a enantiostilia,
tendo em vista que nestas espécies os danos podem ser ainda mais agravados (COTARELLLI;
ALMEIDA, 2015).

Com relacdo a sinalizacao floral, os sinais emitidos pelas flores podem, além de
auxiliar nas estratégias de forrageamento de mutualistas e antagonistas, indicar relaces
existentes entre qualidade e quantidade de recurso (KNAUER; SCHIESTL, 2017). Esta relacao
¢ chamada de honestidade floral, caracterizada pela associacdo direta de dimensdes de
estruturas florais e quantidade de recurso ofertado, analisada através da sinalizagéo da flor e
tendo como principal objeto de estudo o néctar, sendo flores de polen pouco estudadas
(MAKINO; SAKAI, 2007, SCHIESTL, 2015). A honestidade floral € um tema discutido em
estudos recentes (KNAUER; SCHIESTL, 2015, SCHIESTL, 2015). A perca de area da flor
pode ocasionar menos visitas devido a alteracdo da quantidade e qualidade de caracteres florais
(MCCALL; IRWIN, 2006) e reduzir a precisao desta sinalizagao.

Para entender estratégias evolutivas é indispensavel a compreensdo da honestidade
de sinais emitidos, considerando a preferéncia de sinais honestos por animais (CHENEY;
SEYFARTH, 1988), sobretudo a sua relagdo com a atracdo de mutualistas e antagonistas, tendo
em vista que flores de pdlen possuem padrdes especificos de sinalizacdo (VOGEL, 1977,
OSCHE, 1983). A honestidade pode ser afetada pelo contexto da comunidade, portanto mais
estudos sdo necessarios para entender sua importancia em ambientes naturais (JUNKER;
PARACHNOWITSCH, 2015).

Diante do exposto, essa dissertacdo tem como principais objetivos: i) Investigar a
influéncia do tamanho floral na quantidade, local e forma da florivoria natural; ii) Investigar a
influéncia do tamanho floral e florivoria na frequéncia de ladrdes de pélen; e iii) Analisar a
relacdo do tamanho das estruturas florais (Anteras, gineceu e corola) com a quantidade de gréos
de pdlen ofertada e a atracdo dos visitantes.

13



REVISAO DE LITERATURA

Nesta revisdo sdo abordados aspectos relacionados as caracteristicas reprodutivas
do género Senna, recursos e atrativos florais, florivoria e honestidade floral. Os critérios
utilizados foram artigos cientificos publicados entre 1871 e 2020, consultados nas bases de
dados: Google Académico, Web of Science, Plataforma de Periodicos Capes e sites de

periodicos.

Recursos e atrativos florais
Polen

A chamadas “flores de pdlen” possuem poélen como Unico recurso, servindo tanto
para polinizagdo como para a alimentagdo (OLIVEIRA et al., 2010) e as abelhas sdo o principal
grupo de animais visitantes (ROULSTON; CANE, 2000). Em geral, estas flores possuem um
sistema floral chamado de heteranteria, que consiste na presenca de dois ou mais conjuntos de
estames diferentes em uma unica flor, e essas diferencas podem estar relacionadas a alguns
diferentes fatores como localizagao, cor, morfologia e tamanho (VOGEL, 1978, VALLEJO-
MARIN et al., 2010). Este sistema é encontrado em larga escala na subtribo Cassiinae (Cassia,
Senna e Chamaecrista) (MARAZZI; CONTI; ENDRESS, 2007, MARAZZI; ENDRESS,
2008).

Em alguns casos nestas flores, as abelhas coletam o pélen principalmente nos
estames mais curtos e centrais, que sdo o0s de alimentacdo, ja os estames de polinizacdo sao
mais longos, acompanham o pistilo também longo e lancam pélen no dorso do polinizador,
sendo captado posteriormente pelo estigma (MULLER, 1882). Tendo em vista que os grios de
polen consistem em um recurso necessario tanto para as abelhas quanto para as plantas, a
divisdo de trabalho entre estames, além de evitar uma perda completa de p6len (LUO; ZHANG;
RENNER, 2008, VALLEJO-MARIN et al., 2009), é uma solug&o que reduz o conflito gerado
tanto pela demanda de alimentacéo das larvas de abelhas quanto para a polinizacéo das flores
(OLIVEIRA et al., 2010).

Porém, flores do género Senna podem apresentar diversos tipos de heteranteria
(MARAZZI; CONTI; ENDRESS, 2007). Em uma parte consideravel dos casos, este sistema
aparenta ndo ter a eficiéncia sugerida pela hipotese da divisdo do trabalho: o pistilo é longo,

deslocado lateralmente e curvado para cima, terminando de forma pontiaguda (MARAZZI,
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ENDRESS, 2008) e em muitos casos, 0s estames considerados inferiores sdo mais curtos que o

pistilo, e até tdo curtos quanto os estames de alimentagdo (AMORIM et al., 2017).

Perfume floral

Uma grande variedade de plantas produz flores que emitem sinalizacOes
multissensoriais aos seus polinizadores com o objetivo de atrai-los, e sdo essenciais para a
comunicacdo na natureza e sua detecgdo para constituir os sinais sensorias multimodais
(RAGUSO; WILLIS, 2002, WRIGHT; SCHIESTL, 2009). Uma destas sinaliza¢des € a emissdo
de perfume floral, que estabelece uma relacdo antiga de comunicacéo entre plantas com flores,
polinizadores e inimigos naturais (RAGUSO, 2008) e que se mostra de grande importancia,
sobretudo em circunstancias em que o acesso as flores através de sinais visuais € mais dificil,
como polinizadores de flores noturnas (RAGUSO; WILLIS, 2002, RAGUSO et al., 2003).

A relacédo de atratividade estabelecida com os polinizadores e o perfume floral ao
longo do processo evolutivo foi amplamente discutida, tanto por sua funcdo Unica
(PICHERSKY; GANG, 2000), quanto em conjunto com a sinalizacdo visual (RAGUSO;
WILLIS, 2002). E alguns autores mostram uma relagdo positiva destes aromas florais com a
polinizacdo por abelhas (WHITTEN; YOUNG; WILLIAMS, 1989, KULLENBERG et al.,
1973, HOWELL; ALARCON, 2007).

Estes aromas florais sdo compostos principalmente por 6leos volateis (VOGEL,
1963), produzidos por estruturas altamente especializadas chamadas de osmdéforos (STERN;
CURRY; PRIDGEON, 1987). Os osmoforos sdo formados por uma camada de células
epidérmicas, ou por papilas secretoras podendo ser encontrados em algumas partes da
inflorescéncia, como pétalas, sépalas, anteras ou bracteas (CSEKE; KAUFMAN;
KIRAKOSYAN, 2007, PANSARIN; PANSARIN; SAZIMA, 2014).

Embora os sinais de odor emitidos pelos osmaéforos sejam importantes para que 0s
polinizadores associam a recompensa oferecida (WRIGHT; SCHIESTL, 2009), eles podem ser
arriscados por atrair visitantes indesejados ao individuo, como herbivoros (BALDWIN et al.,
1997). O perfume floral é um sinal de atracdo priméario em plantas que possuem relagdes
olfativas especialistas, como é mostrado em algumas investigagdes (AYASSE et al., 2003,
SCHIESTL, 2015) e sua principal relevancia é sua funcdo de mediac&o entre as flores e seus
visitantes (RAGUSO, 2008).

15



Sinalizacgao e atratividade

Plantas polinizadas por animais alocam uma proporc¢do significativa de recursos
para funcionar como atrativos aos polinizadores (TANG; HUANG, 2007). As flores, ao longo
do processo evolutivo, desenvolveram uma ampla diversidade de sinais que funcionam como
atrativos aos polinizadores, indicando a presenca de recompensas (BRITO; TELLES; LUNAU,
2014, MELO et al., 2018).

Uma caracteristica universal para o género Senna € a corola amarela, que possui
uma grande importancia na atracdo de polinizadores (MARAZZI; CONTI; ENDRESS, 2007),
ndo ocorrendo visitas em flores cujas pétalas foram removidas (DULBERGER, 1981). As
pétalas trazem a cor bastante perceptivel, o que torna a flor um atrativo visual bastante evidente
(CARVALHO, 1999). No cerrado, flores que sdo visitadas por abelhas coletoras de pdlen
exibem flores com cores muito atraentes e, em sua maioria, possuem anteras poricidas
(GOTTSBERGER; SILBERBAUER-GOTTSBERGER, 1988).

Muitas flores possuem como atrativos elementos que refletem na faixa ultravioleta
(UVA) (GULDBERG; ATSATT, 1975, CHITTKA et al., 1994). Abelhas sdo sensiveis a esse
espectro UV e sdo em maioria tricromatas sensiveis aos comprimentos de onda azul, verde e
ultravioleta (GULDBERG; ATSATT, 1975, VOROBYEV; OSORIO, 1998, LAND;
NILSSON, 2002, BRITO; TELLES; LUNAU, 2014, DE CAMARGO et al., 2019). As flores
gue tem como agentes polinizadores as abelhas refletem principalmente em uma ou duas das
trés faixas relevantes de comprimentos de onda (CHITTKA et al., 1994, LUNAU; WACHT;
CHITTKA, 1996, DYER et al., 2016) e disputam a atencdo de seus agentes polinizadores
(BRITO; TELLES; LUNAU, 2014). Esta forte relagdo entre abelhas e a existéncia de padrdes
de coloracgdo perceptiveis aos polinizadores, mas ndo a visao humana, produzidos por areas da
flor que absorvem luz UV, € conhecida a bastante tempo (HARBORNE, 2014).

Flores de polen possuem padres especificos com o aumento do efeito da
sinalizagdo do androceu, que desempenha um importante papel neste processo (VOGEL, 1977,
OSCHE, 1983). Diversos experimentos realizados apontam contrastes entre a sinalizacéo
exercida pela corola e a sinalizacdo das anteras através da absorcdo UV, que de acordo com
alguns autores sdo caracteristicas que tiveram coevolugdo com a visdo de cores em insetos
polinizadores (KEVAN, 1972, OSCHE, 1983). Porém, outros estudos apontam que os sinais de

cores das flores e a visdo das abelhas ndo é um exemplo de coevolucdo, tendo em vista que,
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filogeneticamente, a visdo tricromatica das abelhas € antiga e muito conservada ao longo da
evolugéo (CHITTKA, 1996).

Flores de espécies do género Senna possuem areas de absorcdo UV nas anteras e
pétalas refletoras de UV, como foi observado no estudo de Borges (2010) usando Senna
macranthera como modelo. Porém, Souza, Coutinho e Funch (2012) em seu estudo com Senna
cana, verificaram que nessa espécie ndo haviam pigmentos que refletiam raios ultravioleta.
Borges (2010) também afirma que quase nenhuma outra espécie do grupo foi investigada
guanto a este parametro, ndo sendo possivel ainda ter conclusGes sobre a extensdo dessa

caracteristica no grupo.

Outro mecanismo considerado como atrativo de polinizadores em Senna séo as
anteras menores, com funcdo de fornecer polen para alimentacdo ou servir de ponto de fixagéo
para abelhas durante a visita (LOPES; MACHADO, 1996, CARVALHO, 1999), no qual Lopes
e Machado (1996) afirmam que as mesmas também produzem polen viavel, podendo ser
utilizado também para a fecundacdo. Carvalho (1999) também afirma que, a partir de suas
observacgdes em Senna silvestris, o polen destas anteras especificas funciona apenas como um
atrativo aos polinizadores ou como ponto de fixacdo das abelhas, porém contrapGe a ideia de
alimentacdo das anteras menores, afirmando que estas ndo parecem ser utilizadas nem para

alimentacdo e nem para polinizacao.

Interacdes antagonistas
Florivoria

A florivoria € definida como qualquer dano causado as flores ou botdes florais, e seus
efeitos tem sido menos estudados quando comparado a estudos que tratam sobre danos a outras
partes da planta, como a herbivoria foliar (INOUYE, 1980, MCCALL; IRWIN, 2006,
MCCALL, 2008). Esta interacdo planta-animal pode afetar tanto direta quanto indiretamente a
reproducdo da planta, prejudicando o fitness masculino e feminino (STRAUSS, 1997).
Diretamente ela afeta pelo consumo dos érgdos sexuais, sendo estes as anteras, estigma e ovario
e consequente perda dos gametas. Indiretamente, a florivoria pode dificultar o processo de
polinizagdo ao reduzir a atratividade floral e 0 numero de flores expostas e afetar a oferta de
recompensa aos polinizadores (MALO; LEIRANA-ALCOCER; PARRA-TABLA, 2001,
KRUPNICK; WEIS; CAMPBELL, 1999).
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Um mecanismo de resisténcia contra florivoros é o aumento do display floral, incluindo
botdes florais e flores, com o objetivo de saciar os herbivoros mais eficientemente e evitar que
causem danos maiores as estruturas reprodutivas da planta (COLEY; BARONE, 1996). Outra
forma de defesa é a producdo de compostos quimicos que conferem uma acao protetora a planta
por torna-la impalatavel para a maioria dos herbivoros florais, reduzindo significativamente a
predacdo (MELLO; SILVA-FILHO, 2002).

Outro fator que esta diretamente relacionado com a ocorréncia e intensidade do
processo de florivoria séo as caracteristicas morfologicas de cada espécie afetada, estes tracos
individuais das espécies podem estar associados com a quantidade de biomassa vegetal perdida
nessa interacdo antagonica (RIBEIRO; PIMENTA; FERNANDES, 1994). Uma destas
caracteristicas que podem influenciar na ocorréncia de florivoria sdo as sindromes florais
(FENSTER et al., 2004), que atraem polinizadores especificos, mas também podem atrair
grupos de florivoros especificos que podem causar danos ndo sé aos individuos de uma espécie,

como estender-se também para toda a comunidade vegetal (MCCALL; IRWIN, 2006).

Com relacdo a quantidade de biomassa vegetal que é perdida nesta interacdo, ainda
ndo existe um consenso, apesar de sua importancia (BOAVENTURA DE CASTRO, 2018). Tal
padrdo pode ser explicado através da Hip6tese de Defesa Otima, que sugere que os tecidos
vegetais mais valiosos para o fitness da planta, dentre elas as estruturas reprodutivas, seriam
mais bem defendidos. Sendo assim, flores tornam-se menos propensas a perderem biomassa
para insetos em relacdo a outras partes da planta, como caules, folhas maduras e raizes
(GODSCHALX et al., 2016).

Esta interagdo antagonista pode afetar diretamente a visita de polinizadores que
respondem as sinalizacdes oferecidas pela flor (GUMBERT, 2000), sobretudo em espécies que
possuem pétalas com funcdes especificas (COSTA; COSTA; RAMALHO, 2006, MARAZZI;
ENDRESS, 2008). Tucker (2003) afirma que em espécies da familia Fabaceae é possivel
identificar pétalas com funcdo de atracdo com padrdes de reflexdo UV e pétalas modificadas

que servem como plataforma para pouso do polinizador.

Para espécies da subtribo Cassiinae, que inclui o género Senna, é frequente a
ocorréncia de florivoros nas estruturas reprodutivas (NASCIMENTO; DEL-CLARO, 2007,
COTARELLI; VIEIRA, 2009, COTARELLI; ALMEIDA, 2015). Apresentam-se como
florivoros comuns na subtribo Cassiinae coleopteros, ortopteros, abelhas do género Trigona,
além de lagartas de lepidopteros (SILVA; RIBEIRO-COSTA; JOHNSON, 2003, SARI;
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RIBEIRO-COSTA; ROPER, 2005, COTARELLI; VIEIRA, 2009, COTARELLI; ALMEIDA,
2015).

Tendo em vista a relevancia desta interacdo no estabelecimento das comunidades
vegetais e na sua implicacao nas redes tréficas, quando ocorrem observacdes em biomas com
alto indice endémico e répida degradacdo, esta e outras interagdes se tornam ainda mais
relevantes (FERREIRA, 2013). A influéncia das relacGes entre florivoros sobre a evolugéo e
ecologia das plantas ainda é pouco compreendida, tornando-se necessarios estudos desta
interacdo, principalmente em ambientes ameacados pela degradacdo intensa, como 0S
ambientes tropicais (TOREZAN-SILINGARDI, 2007). Alem disso, a florivoria pode ser ainda

mais prejudicial em espécies com maior nivel de especializacdo (GLAUM; KESSLER, 2017).

Roubo de polen

O polen atua diretamente na reproducao das plantas como portador dos gametas
masculinos, e sua remocao por agentes antagonistas pode afetar diretamente as chances de
sucesso reprodutivo do individuo (DO CARMO; FRANCESCHINELLI; DA SILVEIRA,
2004). Também conhecidos na literatura como ladrGes de pdlen, estes agentes antagonistas
consomem polen sem efetivar o processo de polinizacdo, podendo afetar diretamente ou
indiretamente o fitness da planta ao reduzir a quantidade de pélen disponivel e a atratividade
das flores (HARGREAVES; HARDER; JOHNSON, 2009; SOLIS-MONTERO; VERGARA;
VALLEJO-MARIN, 2015).

O roubo de pélen pode ocasionar a limitacdo polinica no nivel de populacéo e afetar
indiretamente a reproducdo quando influenciam o comportamento de polinizadores que
realizam visitas subsequentes (HARGREAVES; HARDER; JOHNSON, 2009). A presencga de
polen na maioria das vezes atua como atrativo floral, no qual polinizadores de flores de pélen
identificam a auséncia para evitar flores recentemente visitadas (DOBSON; BERGSTR6M,
2000; LUNAU, 2000) e isto pode causar uma diminuigéo da atratividade destes dispersores de
polen (HARGREAVES; HARDER; JOHNSON, 2009).

Levando em consideracdo que as abelhas sdo os principais visitantes florais
existentes (DANFORTH et al., 2006), e que sdo também os ladrdes de pdlen mais bem
documentados, este antagonismo possivelmente é mais amplamente difundido do que o
indicado pela literatura, causando potenciais prejuizos ao sucesso reprodutivo ¢ producdo de

sementes, mesmo que esta influéncia seja menos 6bvia, portanto, provavelmente o roubo de
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polen recebera mais atencdo em estudos futuros por ser um antagonismo gque impacta diversos
aspectos essenciais na reproducao das plantas (HARGREAVES; HARDER; JOHNSON, 2009).

Honestidade floral

A honestidade floral € um tema discutido em estudos recentes (KNAUER; SCHIESTL,
2015, SCHIESTL, 2015). Este termo refere-se a relacdo direta de dimensdes de estruturas
florais, com a quantidade de recurso ofertado aos visitantes, tendo como principal objeto de
estudo o néctar (MAKINO; SAKAI, 2007, SCHIESTL, 2015), sendo flores de pdlen pouco
estudadas. A sinalizacdo honesta diz respeito a uma correlacdo entre um sinal observavel e uma
qualidade n&o observavel (SZAMADO, 2011).

Os polinizadores realizam as visitas florais com o objetivo de buscar recompensas e vao
em busca de flores com uma alta qualidade e quantidade de recompensa. Os mesmos confiam
nos sinais florais relacionados a recompensa oferecida, como cheiro, forma e cor, e dessa forma
podem analisar o seu ganho potencial (WADDINGTON; HOLDEN, 1979, KNAUER;
SCHIESTL, 2015). Com isso, a validez deste sinal floral ira depender da relagdo confiavel entre
0 montante da recompensa oferecida em diferentes flores e o sinal floral, sendo um fator para
gue o sinal seja "honesto™ a precisdo com a qual os polinizadores irdo detectar a sinalizacdo
desta oferta (detectabilidade), como também a correlacdo com a recompensa oferecida
(confiabilidade) (MCLINN; STEPHENS, 2006, MAKINO; SAKAI, 2007).

Além dos tracos florais que sinalizam a provavel quantidade de recompensa oferecida,
os polinizadores utilizam suas experiéncias de decisfes de forrageamento e as variacbes de
guantidade e qualidade do recurso para escolhas das flores (ARMBRUSTER; WEBSTER,
1982, ARMBRUSTER; HERZIG, 1984, CARTAR, 1991, SHAFIR; BECHAR; WEBER,
2003). Contudo, a interacdo entre as escolhas dos polinizadores e a selecdo natural ainda séo
pouco compreendidas (FENSTER et al., 2004).

Quando a relacéo flor-polinizador é analisada quanto & honestidade de sinais, diversos
estudos mostram que animais desvalorizam sinais ndo confiaveis (CHENEY; SEYFARTH,
1988, HARE; ATKINS, 2001). A capacidade de polinizadores distinguirem a honestidade do
sinal floral e a recompensa oferecida ndo foi verificada experimentalmente (KNAUER,;
SCHIESTL, 2015). Os sinais florais honestos que sao emitidos pela prépria recompensa sao 0s
mais notorios (WRIGHT; SCHIESTL, 2009). Mas, sinais florais que ndo sdo emitidos pela

recompensa, como o odor emitido pelos osmoforos, também podem ser honestos com o0s
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polinizadores quando estdo relacionados diretamente com a qualidade e quantidade da
recompensa, sendo sinais honestos “indiretos” (KNAUER; SCHIESTL, 2015).

Alguns estudos demonstraram uma relagéo positiva entre a atragéo de polinizadores e
producdo de recursos com as dimensdes florais apresentadas, sobretudo com o tamanho da
corola (WILLSON; BERTIN, 1979, BELL, 1985, GALEN; NEWPORT, 1987, STANTON;
PRESTON, 1988), porém outros experimentos como o de Stanton e Young (1994) demostraram
que ndo existe uma correlacdo entre o tamanho da corola e a producéo de pdlen, tendo como
foco espécies produtoras de néctar. Portanto, quando analisada a variagdo do tamanho floral
intraespecifica e a eficiéncia destas visitas, poucos estudos abordaram esta relacdo (GALEN;
NEWPORT, 1987).

Todavia, além da variagdo no tamanho da corola, os sinais emitidos pelo polen e néctar
também desempenham um papel importante na atracdo dos polinizadores (HANSEN et al.,
2007, HOWELL; ALARCON, 2007). Alguns autores afirmam que o pélen pode também
funcionar como um sinal visual dito honesto aos polinizadores (LUNAU, 2000, HANSEN et
al., 2007) e em alguns casos, esta funcéo de sinalizacdo pode ser assumida completamente pelas
anteras (LUNAU, 2000).

Em plantas, pouco se sabe sobre os pressupostos da evolucao de sinais considerados
honestos aos polinizadores (KNAUER; SCHIESTL, 2015). Porém, existem trés mecanismos
que viabilizam essa honestidade de recursos e que ndo séo excludentes um ao outro, sendo estes
a restricdo genética, a limitacéo de recursos na producéo de recompensas e sinais e a verificacdo
levando & sancdo contra trapaceiros (SZAMADO, 2011, RAIHANI; THORNTON; BSHARY,
2012). Com relagao a “restrigdo genética”, as correlacdes entre os tragos florais sdo geradas por
pleiotropia, desequilibrio de liga¢do ou uma combinagdo dos dois fatores, a “limitagdo de
recursos” prediz que a producdo tanto de sinais quanto de recompensas ¢ cara, € portanto a
sinalizacdo honesta deve ser mantida (KNAUER; SCHIESTL, 2015), ja a “verifica¢do levando
a sancdo contra trapaceiros” ¢ associada a capacidade do polinizador em diferenciar sinais
honestos e desonestos e avaliar a confiabilidade dos sinais considerados honestos (KNAUER;
SCHIESTL, 2015, RAIHANI; THORNTON; BSHARY, 2012).

A importancia ecoldgica destes padrdes de sinalizacdo honesta oferecida aos
polinizadores deve-se ao fato dos visitantes florais poderem receber sinalizagdes florais que
irdo direcionar a realizacdo de visitas preferenciais e com maior potencial (MAKINO; SAKAI,

2007) e evidéncias de diferencas adaptativas em diferentes grupos de polinizadores abrem
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novos caminhos para o estudo da evolucdo da honestidade destas sinalizacbes em plantas
(BENITEZ-VIEYRA et al., 2014).

Caracteristicas reprodutivas do género Senna
Enantiostilia

A enantiostilia trata-se de um tipo de hercogamia reciproca que vém ganhando
énfase em estudos recentes, sendo caracterizada por apresentar morfos florais que diferem
reciprocamente com relacdo ao posicionamento do pistilo e das anteras (BARRETT, 2002).
Neste polimorfismo, o pistilo € deslocado para a direita ou esquerda, criando flores com
imagens especulares umas das outras (BARRETT; JESSON; BAKER, 2000, JESSON;
BARRETT, 2002). Para a deposicdo e captura de pélen, as flores direitas depositam o pblen
no lado direito do corpo do polinizador e capturam no lado esquerdo, em flores esquerdas ocorre
o inverso (BAHADUR; UNIVERSITYWARANGAL; NANNA, 1991).

A enantiostilia caracteriza-se como monomorfica quando as flores com o pistilo
voltado a direita e a esquerda estdo localizados na mesma inflorescéncia ou no mesmo
individuo, ou dimorficas, quando este polimorfismo é considerado geneticamente verdadeiro,
tendo em vista que a populacdo é formada por individuos somente com flores direitas ou
esquerdas (BARRETT; JESSON; BAKER, 2000, JESSON; BARRETT, 2002). A maioria das

espécies classificadas como enantiostilicas séo monomorficas (JESSON et al., 2003b).

Cerca de oito ordens de angiospermas possuem o polimorfismo da enantiostilia,
sendo sete Eudicotiledéneas (Fabales, Malpighiales, Myrtales, Dipsacales, Lamiales, Solanales
e Gentianales) e duas monocotileddneas (Asparagales e Commelinales), tratando-se de 10
familias de Monocotileddneas e Eudicotileddneas do tipo monomdrfica e 3 familias de
monocotileddneas e dicotileddneas do tipo dimoérfica (BARRETT, 2002, BEZERRA, 2008).

Este polimorfismo floral ocorre em espécies da Subtribo Cassiinae
(GOTTSBERGER; SILBERBAUER-GOTTSBERGER, 1988), o qual inclui o género Senna
Mill., que também possui flores enantiostilicas, como é relatado em varios estudos (RIBEIRO;
LOVATO, 2004, TORRES, 2009, SANTOS, 2013, ALMEIDA et al., 2015a, ALMEIDA et al.,
2016, PINHEIRO-COSTA et al., 2018), além de outros tragos florais como a presenca de
deiscéncia por antera poricida e auséncia de néctar floral, sendo caracterizadas como flores de
polen (BUCHMANN, 1974, IRWIN; BARNEBY, 1982). Além de Senna, a Sutribo Cassiinae

inclui os Géneros Cassia L. e Chamaecrista Moench (IRWIN; BARNEBY, 1982).
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Apesar dos estudos sobre a enantiostilia ndo serem recentes, pouco se sabe sobre a
sua real funcionalidade, e alguns estudos tem procurado mostrar as razdes da existéncia de
flores com este polimorfismo (BARRETT, 2002). Alguns autores afirmam que uma das
funcionalidades da enantiostilia € a protecéo ao pistilo durante o processo de vibragéo exercido
pelos polinizadores, como é o caso Dulberger (1981), ele afirma que a enantiostilia surgiu com
0 objetivo de proteger o pistilo contra os danos causados durante o processo de polinizacao por
vibracdo realizado pelas abelhas. Porém, Westerkamp (2004) reitera que as flores ja séo
adaptadas a este processo, por isso, esta protecdo ndo teria eficacia. Contudo, varios estudos
mostram que o0 processo de enantiostilia surgiu a partir de pressées do processo de selecdo
natural como uma forma de aumentar as taxas de xenogamia (polinizagao cruzada) e diminuir
a ocorréncia de geitonogamia (polinizagdo indireta) e autopolinizacdo, favorecendo a
variabilidade genética nas populacdes (BARRETT; JESSON; BAKER, 2000, FENSTER, 1995,
WESTERKAMP, 2004, LAPORTA, 2005), tendo em vista que flores enantiostilicas doam e

recebem polen somente de morfos especificos (ALMEIDA et al., 2013a).

Polinizagéo por vibragao (Buzz pollination)

Aproximadamente 15.000 a 20.000 espécies de angiospermas possuem flores que
liberam podlen apenas por pequenas aberturas nas pontas das anteras (poros), sendo assim
chamadas de anteras poricidas (BUCHMANN, 1983). Desta forma, 0s insetos visitantes para
este tipo floral recorrem ao uso de vibragbes, também chamadas de zumbidos pelo seu
componente audivel, para realizar a extracdo do polen contido nas anteras, sendo o principal
mecanismo para a polinizacdo em angiospermas com anteras poricidas (BUCHMANN;
HURLEY, 1978, CARDINAL; BUCHMANN; RUSSELL, 2018).

Na subtribo Cassiinae de forma geral e nas espécies do género Senna, as flores
apresentam anteras heteromorfas, deiscéncia poricida e dependem exclusivamente de abelhas
que realizam vibracdo para a liberagdo de seu pdlen, o que caracteriza “buzz pollination”
(BUCHMANN, 1983, GOTTSBERGER; SILBERBAUER-GOTTSBERGER, 1988,
(ALMEIDA et al., 2015b). Estas espécies, chamadas de flores de pdlen (OLIVEIRA et al.,
2010), sdo polinizadas exclusivamente por abelhas fémeas, tendo em vista que os machos ndo
necessitam deste recurso. Estes polinizadores sdo abelhas grandes (FRANKIE et al., 1983)
capazes de envolver as pecas florais e praticar a vibracdo (GOTTSBERGER; SILBERBAUER-
GOTTSBERGER, 1988), pois, de acordo com Coleman e Coleman (1982), a diminuicdo do

tamanho da abelha reduz a sua eficacia como polinizador e torna raro o contato deste com o
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estigma da flor. Este comportamento é conhecido como polinizagdo por vibragdo ou “buzz-
pollination” (BUCHMANN; HURLEY, 1978). Os estudos que investigam o papel destas
abelhas especialistas como polinizadoras mostram a sua efetividade, evidenciando a sua

importancia na manutencao de espécies vegetais (SCHLINDWEIN, 2004).

As abelhas que visitam flores com anteras poricidas sdo alocadas em trés categorias
de acordo com o método que usam para obter o pélen, descritas por Michener (1962), Wille
(1963) e Buchmann e colaboradores (1977). Elas se dividem em abelhas vibrateis, sendo estas
as que conseguem obter pélen através de vibracGes, abelhas mordedoras, que fazem pequenos
buracos com as mandibulas nas anteras tubulares e coletam o polen com o auxilio da
proboscide, e abelhas coletoras, que sdo aquelas que coletam o polen deixado na corola por
outros tipos de abelhas, sem a necessidade de agitar ou morder as anteras, tendo a subcategoria

“miking”, que sdo as abelhas espremedoras.

Tendo em vista 0 acesso extremamente limitado ao pdélen pelos poros, as abelhas
fémeas necessitaram, ao longo do processo evolutivo, desenvolver comportamentos que fossem
capazes de liberar o pdlen das anteras, sendo eles instintivos ou aprendidos nos primeiros
encontros florais (MICHENER, 1962). Ao pousarem na corola, as abelhas enrolam seu lado
ventral nas anteras e agarram os estames fortemente com suas mandibulas, depois disso elas
tremem seus grandes musculos de voo indiretos e contraem 0s musculos toracicos, que geram
fortes vibracgdes oriundas de suas contracdes chegando até as anteras, isso faz com que o pélen
seja liberado pelos poros e forme uma nuvem quando entra em contato com o ar
(BUCHMANN; HURLEY, 1978, KING, 1993, KING; BUCHMANN, 2003). O p6len expelido
pousa no corpo do polinizador, sendo favorecido pela atracdo de forgas eletrostaticas
(BUCHMANN; HURLEY, 1978), como ¢ relatado também em diversos outros estudos
(LINSLEY; CAZIER, 1963, BUCHMANN, 1974, BUCHMANN; HURLEY, 1978, CORBET;
HUANG, 2014).

Captacao e deposicao de polen

No tocante ao processo de disposi¢cdo de pdlen no processo reprodutivo destas
espécies, Almeida e colaboradores (2013a) verificaram em seu estudo que essa captacdo do
polen pelo estigma ocorre antes da retirada dos grdos de pdlen pelas abelhas da sua regido
ventral e alguns autores sugerem a existéncia de metodos diretos e indiretos para a sua
concretizacdo (WESTERKAMP, 2004, LAPORTA, 2005).
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Estudos com espécies que apresentam flores de p6len, demonstram a ocorréncia de
deposicao direta e indireta de pdlen no corpo do polinizador. Na deposicao direta o pélen é
liberado pelas anteras no corpo no corpo do polinizador (DUTRA et al., 2009a). Alguns estudos
mostram este padrdo para espécies enantiostilicas das familias Solanaceae e Malpighiaceae
(JESSON; BARRETT, 2002, BEZERRA, 2008). As anteras estao localizadas no lado oposto
do gineceu, fazendo com que a deposicéo direta de polen ocorra no lado inverso ao da captagéo,
sendo isto valido para algumas espécies de Cassiinae (LAPORTA, 2005).

A deposicéo indireta de pdlen ocorre quando outras estruturas da flor, como as
pétalas, participam do processo, consistindo no contato do polen primeiro com as pétalas e
depois com o corpo do polinizador (ALMEIDA et al., 2015b, WESTERKAMP, 2004). As
flores de Senna geralmente possuem uma ou mais pétalas modificadas, tanto em forma quanto
em tamanho (MARAZZI; ENDRESS, 2008). Estas pétalas podem se apresentar todas
simétricas, mas extremamente concavas ou uma pétala inferior assimétrica concava e oposta ao
pistilo da flor (AMORIM et al., 2017) e funcionam como prolongamentos dos estames
(WESTERKAMP, 2004). Para algumas espécies enantiostilicas, Dutra e colaboradores (2009)
destacam a presenca de uma pétala vexilar interna modificada em grau variavel, com a funcao
de envolver as anteras e receber o polen ventralmente durante o processo de vibracdo que passa

por toda a parte ventral da pétala para entdo ser depositado no corpo do polinizador.

Alguns estudos apresentam mecanismos de deposicdo indireta em espécies da
subtribo  Cassiinae  (GOTTSBERGER; SILBERBAUER-GOTTSBERGER, 1988,
WESTERKAMP, 2004, DUTRA et al., 2009), outros mostram esse processo especificamente
em espécies de Senna (BORGES, 2010, ALMEIDA et al., 2015a, AMORIM et al., 2017). Sobre
este método de deposicdo, Delgado-Salinas e Sanches (1977) propuseram que os graos de pélen
passam por um processo de ricochete ap0s atingir as pétalas modificadas até serem depositados
no dorso das abelhas. Em estudos anteriores, ja haviam indicios de ricocheteamento de pélen
em espécies de Cassiinae, porém mantinham-se despercebidos como um novo mecanismo de
polinizacdo (DELGADO-SALINAS; SANCHES, 1977, TODD, 1882).

Westerkamp (2004) ao observar a polinizacdo indireta em espécies do género
Cassia, verificou que as anteras de polinizacdo ejetam um jato de pélen paralelo a superficie
ventral da abelha, e 0 mesmo respeitaria as leis fisicas da reflexdo até chegarem ao dorso da
abelha, no qual o angulo de incidéncia € igual ao angulo de reflex&o. Este jato de pdlen ejetado
do tubo da antera alcanca a primeira pétala e é ricocheteado a partir de sua superficie vibratoria,

depois disso, encontra a mesma ou outra pétala, dependendo da espécie, e € ricocheteada
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novamente antes de chegar ao dorso da abelha, processo este chamado de “polinizagao por

ricochete”

Outro mecanismo de deposicdo indireta de polen foi observado por Almeida e
colaboradores (2013b) em um estudo sobre a enantiostilia e sua funcionalidade em
Chamaecrista ramosa. Os autores investigaram a ocorréncia de um mecanismo similar, porém
foi denominado de “looping”, tendo em vista o posicionamento das anteras, movimentos de
vibracdo dos visitantes e a deposicdo de pdlen que ocorre devido a formacéo do arco da pétala
durante as visitas, permitindo que os grdos de polen percorram a pétala realizando um

movimento circular e alcancem o dorso do visitante.
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Abstract

Florivory and floral larceny are very common antagonistic interactions in nature. Florivory can be especially harmful to spe-
cies with polymorphisms because it may hinder the transfer of pollen in one of the floral morphs. Flower size is one of the
floral signals that can influence the attraction of these antagonists. In addition, little is known about the effects of florivory
on other antagonistic interactions. Thus, the objective of this study was to investigate the natural patterns of florivory and the
relationship between florivory and robbery in the attraction of larcenists in the species Senna rugosa. All flowers damaged
by florivores were collected for measurement of natural patterns of florivory with aid of the Imagel software. Florivory were
simulated by holes in the base of the petals and photographs and focal observations were made to assess the effect of flower
area and florivory on the attraction of floral larcenists. Smaller flowers had higher florivory rates. In larger flowers, the inner
part of the corolla and the anthers had a greater probability of suffering florivory. Although the damage caused by florivory
occurred discontinuously regardless of flower size, larger flowers presented continuous marks of florivory more frequently
than smaller ones. Larcenists visited flowers regardless of flower size or damaged parts. Thus, flower size and florivory are
not determinant factors for the attraction of floral larcenists in enantiostylous S. rugosa.

Keywords Antagonistic interactions - Floral signaling - Enantiostyly - Flower size - Floral larceny

Introduction

Most angiosperms reproduce by means of mutualistic agents,
the pollinators (Ollerton et al. 2011). However, plants also
interact with antagonistic agents such as leaf and floral her-
bivores, floral larcenists, and seed predators. Similarly, to
mutualistic interactions, antagonistic interactions have pro-
found ecological and evolutionary consequences for plants
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(Liao et al. 2013; Johnson et al. 2015). Floral traits are under
selection pressure imposed by herbivores that, in general,
decrease plant fitness (Kessler et al. 2013). Thus, herbivory
is the focus of most studies addressing antagonistic relation-
ships between plant and insects (McCall and Irwin 2006;
McCall 2008; Kozlov et al. 2015; Gorden and Adler 2016).

Floral herbivory or florivory is an interaction in which
florivores cause damage to flowers and/or flower buds and
its effects are much less studied than those of leaf herbivory
(McCall and Irwin 2006; McCall 2008). The consequences
of florivory include temporary or permanent changes in the
morphology and/or physiology of floral structures, which
in turn can alter the frequency and behavior of visitors by
modifying the appearance of the flowers and the quantity
and quality of resources (Karban and Strauss 1993; Malo
et al. 2001; McCall and Irwin 2006). The consequences of
the damages can be enhanced by the disfiguration of the flo-
ral shape by continuous florivory (Karban and Strauss 1993;
McCall 2008), which differs from discontinuous florivory,
when scattered holes are made in the petals by florivores.
The impact of such antagonistic relationships, mainly with
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florivores, on the evolution and ecology of plants is still
poorly understood and in need of further study (Torezan-
Silingardi 2007).

Florivory can deter visitors that respond to floral signals
such as color, scent, ultraviolet patterns, and size, consid-
ering that different florivore guilds can consume different
floral parts (Land and Nilsson 2002; McCall and Irwin 2006;
Schiestl and Johnson 2013; Muola et al. 2017). However,
these cues and signals do not attract exclusively mutualis-
tic animals but also other antagonists that can potentially
impact plant reproduction (Irwin et al. 2004; McCall and
Irwin 2006; Schiestl 2015; Knauer and Schiestl 2017). Bees
that respond to these signals can be effective pollinators or
act as antagonists, such as pollen thieves (Hargreaves et al.
2009), and can therefore also be affected by florivory. Some
plants need to attract their pollinating agents and at the same
time deter antagonists responding to the same signals, which
is called by some authors the “signaling dilemma” (Schiestl
and Johnson 2013). On the other hand, florivores may prefer
damaged flowers (Sletvold 2019). Research is still needed to
elucidate which flower parts present higher florivory rates.

Another category of antagonists that can negatively affect
the reproduction of plants are illegitimate visitors who visit
the flower in search of resources and can exceptionally lead
to pollination: the larcenists and include pollen thieves,
which cause damage to flowers during visitation, and pol-
len robbers, that do not cause damage (Freitas 2018). Since
consumed pollen grains can no longer participate in siring
opportunities, pollen larcenists directly affect the male com-
ponent of reproduction. This effect is even more harmful in
plants that have pollen as the only resource provided to their
pollinators (Hargreaves et al. 2009). A common group of
pollen larcenists is the habitual thieves, which have a mor-
phology and/or foraging behavior that hinder the effective
contact with the female structure of the flowers, considered
illegitimate visitors (Vega-Polanco et al. 2020). Thus, pollen
larceny can have an important influence on the attributes of
plants with floral polymorphisms (Hargreaves et al. 2009).

The occurrence of florivores in the petals and stamens of
plant species of the subtribe Cassiinae, which includes the
genera Cassia, Chamaecrista, and Senna, is quite frequent.
Coleopterans and bees are the most frequent larcenists of
plants in these Fabaceae genera (Nascimento and Del-Claro
2007; Cotarelli and Vieira 2009; De Almeida et al. 2013;
Almeida et al. 2015a, Cotarelli and De Almeida 2015). Plant
species in this group generally present enantiostyly, charac-
terized by the presence of individuals with reciprocal flowers
in the position of the style, with a deflection of the style to
the left or right side of the floral axis in the same individual
(monomorphic enantiostyly) or to only one side in all the
flowers of the same individual (dimorphic enantiostyly; Bar-
rett 2002). Enantiostyly favors the occurrence of xenogamy
(cross-pollination), in which plants transmit only part of
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their alleles to the next generation (Barrett 2002; Ribeiro
and Lovato 2004; Torres 2009; Santos 2013; Almeida et al.
2015a, b, 2016; Pinheiro-Costa et al. 2018; Cardoso et al.
2018). Thus, flowers with different morphologies form mir-
ror images of each other (Barrett 2002; Jesson and Barrett
2002).

Although several studies have addressed how florivory
affects pollinator frequency (reviewed in McCall and Irwin
2006), the effects on other interactions are largely unknown
(Gorden and Adler 2016). Modifications of floral signals
caused by florivores can reduce the attraction of pollen
thieves to buzz-pollinated flowers (Vega-Polanco et al.
2020). Florivory can be even more harmful in plant species
with a higher level of specialization (Glaum and Kessler
2017), such as those of the genus Senna that present mono-
morphic enantiostyly. In such plants, pollen transfer may be
prevented if pollinators do not visit them due to floral dam-
age in one of the floral morphs. In theory, this may amplify
the losses caused by florivory because a given flower can
only pollinate half of the population’s flowers (Cotarelli and
De Almeida 2015).

In this work, we investigated the influence of flower size
on the attraction of florivores and larcenists, and the effect of
florivory in different locations of the petal on the attraction
of larcenists in the species Senna rugosa (G.Don) H.S.Irwin
& Barneby. Specifically, we address the following questions:
(1) Does flower size affect the rate, location, and form of
florivory? (2) Does flower size and florivory in different
locations of the petal affect the attraction of larcenists? We
hypothesize that: (1) Larger flowers will have a higher rate
of florivory on the periphery of the corolla in a continuous
way; (2) Flower size and florivory in different locations of
the petal decrease the attraction of larcenists.

Materials and methods
Study area

The study was carried out in the Araripe National Forest
(FLONA Araripe), the first sustainable use conservation unit
established in Brazil (created by Decree-Law no 9226, May
2nd 1946), located within the geographic coordinates 39°
13’ 28" and 39° 36’ 33" west longitude and 07° 11’ 42" and
07° 28’ 38" south latitude. The vegetation of this area can be
classified as cerrado (Ribeiro and Walter 1998). According
to the Kdppen classification, the climate is tropical rainy
with an average annual temperature of 25 °C (Mendonca
et al. 2010). The soils in the FLONA Araripe are of the
yellow latosol and red—yellow latosol types, which are deep
with good drainage, high acidity, toxic aluminum levels,
and low fertility, characteristics that determine a set of phy-
tophysiognomies known as Cerrado (Bezerra 2004). The
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area of the FLONA Araripe is covered by semi-perennial
rainforest (11%), transitional zones between rainforest and
cerrado (49%), savannah (27%), shrub vegetation typical of
nutrient-poor soils (2%), and rainforests degraded by fires
(11%) (Esmeraldo et al. 2011). This is the only preserved
area of Cerrado in the state of Ceard, located at an altitude
of 800 m to 900 m, embedded in the semi-arid domain of
Caatinga, and thus disjunct from its biome. The FLONA
Araripe is considered by the Ministry of the Environment as
a priority for conservation and in need of scientific research
(Costa and Aratjo 2007).

Studied plant specie

Senna rugosa (G.Don) H.S.Irwin & Barneby is a shrub
that occurs from north to south in Brazil, predominantly
in open areas of the Cerrado, Caatinga, and pastures (Irwin
and Barneby 1982a, b; Santos 2013). S. rugosa blooms
between March and June (Santos et al. 2020). The individu-
als produced an average of 10 to 20 flowers. This is a mono-
morphic enantiostylous species (Barrett 2002; Jesson and
Barrett 2002) with asymmetrical flowers (Dantas and Silva
2013) that present an asymmetric spoon-shaped lower petal
that is always opposite to the pistil (Amorim et al. 2019). In
these plants, flowers are daily produced. Senna rugosa also
has a floral system called heterantery, which consists in the
presence of flowers with two or more types of anthers with
different morphologies and functions (Irwin and Barneby
1982a, b; Vallejo-Marin et al. 2010). The androecium is
composed of three types of stamens: three longer stamens,
in which at least two of them reach the length of the gynoe-
cium; four medium sized stamens in the center of the flower;
and three adaxial staminodes (Gottsberger and Silberbauer-
Gottsberger 1988). The anthers are bulky, with rigid and
thick walls and apical pores at the tip that direct the pollen
grains ejected during the vibrations of the bees (Gottsberger
and Silberbauer-Gottsberger 1988; Amorim et al. 2019), a
mechanism known as buzz pollination, necessary for pollen
release due to the presence of poricidal anthers (Buchmann
and Hurley 1978; Almeida et al. 2015b). These peculiari-
ties of the floral structures in Senna probably evolved in
response to the process of buzz pollination (Marazzi et al.
2007). The pistil is deflected to the side and turned toward
the anthers (Gottsberger and Silberbauer-Gottsberger 1988;
Amorim et al. 2019). This species represents a relevant
model to identify responses of an enantiostylous species to
the investigated antagonistic interactions.

Experimental design
In this study, we used plants naturally occurring in the study

site. This population has an average of 40 and 50 individuals
of plants distancing 10 m to 15 m from each other.

Location of osmophores and UV absorption patterns

To identify the location of floral osmophores, 40 flowers
were dipped in 1% neutral red solution diluted in distilled
water for 40 min and then washed with water (modified from
Vogel 1990). One right and one left styled flower from each
of 20 plant individuals was used to this end.

Two flowers from each of 30 plant individuals, totaling
60 flowers, were used to identify UV-absorbing areas. The
flowers were placed in plastic containers and exposed to cot-
tons soaked with ammonium hydroxide for 40 min (Dafni
et al. 2005). Subsequently, the flowers were photographed
for later measurement of the darkened area that indicated
UV absorption. Measurements of the areas were made using
the ImageJ 5.0 software (Soft imaging System GmbH, Mun-
ster, Germany).

Natural florivory patterns

To verify the influence of flower size on the rates, location
and forms of florivory in S. rugosa, all flowers of 21 plant
individuals were analyzed, totaling 664 flowers. Of this total,
243 flowers that showed some indication of florivory were
collected and subsequently photographed for measurement
of the total and remaining area of the flower. Measurements
were performed using the ImageJ 5.0 software (Soft Imaging
System GmbH, Munster, Germany). All flowers were exam-
ined to detect whether florivory occurred in the tip or base
of the petals, and whether florivory occurred continuously,
with removal of plant tissue at the edges of the petals, or dis-
continuously, with damage in scattered patterns (Fig. la—).

Florivory simulations and guilds of floral visitors

The experiments were carried out during the flowering peak
from 27 to 30 May 2019. Freshly opened and intact flow-
ers (n=178; 30 plant individuals) were used to evaluate the
influence of flower size and florivory on the attraction of lar-
cenists. Three groups of flowers were defined: (1) 60 control
flowers without any holes (Fig. 1h), (2) 56 flowers with holes
in the base of the petals (Fig. 1i); (3) 62 flowers with holes
in the tip of the petals (Fig. 1j). For florivory simulations,
two holes of standardized size of 0.181 cm? were artificially
simulated in each of the flower petals using polypropylene
tubes. These holes were simulated following florivory pat-
terns observed in nature.

One hundred and thirty-one (131) hours of focal obser-
vations were performed during four consecutive sunny
days between 8 am and 5 pm. The richness, frequency and
behavior of floral visitors in each flower were noted dur-
ing the observation period. All observed flowers were also
photographed from front and top view with a paperboard
holder with a scale that remained at the same distance
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Fig.1 Flowers of the species Senna rugosa. a Flower with signs of
continuous natural florivory. b Flower with signs of discontinuous
natural florivory. ¢ Flower with simultaneous continuous and dis-
continuous natural florivory. d Anthers before the neutral red test. e
Anthers after neutral red test. f Anthers before exposure to ammo-

from the flower in all photographs. Flower area measure-
ments were performed using the ImageJ 5.0 software (Soft
Imaging System GmbH, Munster, Germany). In the case
of flowers subjected to manual florivory, 1.81 cm?, cor-
responding to the area of the simulated holes, were sub-
tracted from the total area.

To characterize the guilds of floral visitors, insects vis-
iting the flowers of S. rugosa for four hours in the morning
were collected. To prevent that these collections interfered
with visiting patterns, they were made after the period of
focal observations. Visitors were collected using a hand
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nium hydroxide. g Anthers after exposure to ammonium hydroxide. h
Flower without signs of natural florivory. i Flower submitted to man-
ual florivory at the base of the petals. j Flower submitted to manual
florivory at the tip of the petals

net, manually placed in Eppendorf tubes, and dipped in
70% alcohol for later identification.

Data analysis

To assess whether larger flowers are subject to greater con-
sumption by florivores, we used a simple linear regression
at significance level of 0.05. In this case, floral area was the
explanatory variable and the percentage of corolla consumed
was the response variable. We also evaluated the probability
of occurrence of florivory in different parts of the flower as
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well as the probability of occurrence of different forms of
florivory using nominal logistic regression models. In the
first case, floral area was considered the explanatory variable
and the presence or absence of florivory in different parts of
the flower (tip of the petals, base of the petals, or anther) was
considered the response variable. The same reasoning was
used in the second analysis, that is, floral area was consid-
ered the explanatory variable and form of florivory (continu-
ous or discontinuous), the response variable.

A multivariate analysis of variance through the approach
of generalized linear models (GLM/MANOVA) was used to
evaluate the effect of flower size and florivory in different
parts of the flower on the visitation frequency of larcenists.
In the first case, floral area was considered the explana-
tory variable and frequency of visitation by larcenists the
response variable. In the second case, florivory in different
parts of the flower (tip or base of the petals) was the explana-
tory variable and frequency of visitation by larcenists the
response variable. We assumed the flowers from the same
plant as random effects in the fit by GLM model. Bonferroni-
adjusted p values were used in the comparison of means as
recommended for multiple tests (Gotelli and Ellison 2011).

All assumptions related to the tests were verified, includ-
ing a priori tests of normality (Shapiro-Wilk), homosce-
dasticity (Levene), and autocorrelation. All analyses were
performed using the statistical package Statistica 7.0 (STAT-
SOFT, TULSA, OK, USA).

Results
Location of osmophores and UV absorption areas

Stigmas and anthers reacted with neutral red solution indi-
cating that flowers of S. rugosa emit odors from their repro-
ductive parts (Fig. 1d—e). In anthers, osmophores occurred
from the base to the apex in structures called longitudinal
grooves present on the sides of the anthers. A similar pattern
was found for UV-absorbing areas, which became brownish
in the anthers (Fig. 1f-g).

Focal observations of visitors and florivore guilds
to experimentally damaged flowers

There were 20 visits (3%) of the bee Xylocopa sp. and 689
visits (97%) of other species of bees with larcenist behavior,
among them Trigona sp. and Plebeia droryana as robbers
and Augochlora sp. as pollen thief. Of all floral larcenists,
536 visits (75.59%) were made by P. droryana. During the
observations, only five florivores were registered in activity.

Visitors exhibited different behaviors during visits. Xylo-
copa sp. is considered an effective pollinator of S. rugosa
because its size facilitates the contact with the stigma during

visits. Other bee species were smaller in size, which is why
they acted more frequently as larcenists when occasionally
contacted the stigma. The most frequent species among them
was P. droryana. Species that acted as larcenists had peak
activity between 10 am and 11 am, ceasing at 5 pm. Spe-
cies observed with florivorous behavior consumed petals and
anthers. Visitors with chewing mouth parts, considered flori-
vores of S. rugosa, were of the orders Blattodea, Orthoptera,
Neuroptera, Coleoptera and Hymenoptera (families Formi-
cidae and Vespidae).

Influence of flower size on natural florivory patterns

Of the 664 flowers observed, 37% showed signs of florivory.
Smaller flowers tended to have a higher rate of florivory in S.
rugosa (r*=20.76; F(1241)=6.13; p<0.05) (Fig. 2).

Among the flowers that presented signs of florivory;
100% had damage to the corolla and 69.26% in the anthers.
Among the consumed corollas, 22% were damaged in the
tip and 10% in the base, and 68% in both regions. Flower
size affected the probability of florivory in different flower
parts (x>=15.14; p <0.0001). Although the probability of
consumption on the tip of the petals did not change with
flower size, the probability of florivory in the base of the
petal and in the anthers was positively correlated with flower
size (base of the petals: x>=17.73; p<0.00001; anthers:
x*=15.14; p<0.0001) (Fig. 3).

Regarding the form of florivory, 31% of the flowers pre-
sented continuous (Fig. 1a), 5% discontinuous (Fig. 1b), and
64% both continuous and discontinuous patterns of damage
(Fig. 1c). However, when these forms were analyzed accord-
ing to flower size, size affected the probability of occurrence
of the continuous form only (x?=0.24; p>0.05).

25
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Relative florivory (%)
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Petal area (mm?)

Fig.2 Relative frequency (%) of florivory along the gradient of floral
size in the specie Senna rugosa
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Attraction of larcenists

Although the frequency of signs of florivory on the tip part
of the corolla was higher than in other parts of the flower,
both flower size and florivory rates in different parts of the
corolla (tip or base) did not affect the attraction of floral
larcenists (F=0.16; p > 0.05).

Discussion

Although our work is focused on the effect of florivory on
the reproductive success of single flowers, there is a consid-
erable prevalence of this antagonism throughout the entire
flowering time potentially affecting the reproductive suc-
cess of plant individuals considering their entire life cycle.
Flower size influenced the natural patterns of florivory in
S. rugosa. Smaller flowers tended to have a larger area con-
sumed,; the tip or base of the petals had greater risk of being
consumed; and consumption occurred more often in a dis-
continuous way. However, neither flower size nor previous
florivory in different parts of the corolla were a limiting fac-
tor for the attraction of larcenists.

Flower size has been cited as a trait selected not only by
pollinators but also by antagonistic agents (Sletvold 2019).
Florivores may have similar preferences to pollinators or
show opposite preferences in relation to the same floral trait
(Gomez 2003, 2008; Mccall and Barr 2012; Sletvold 2019).
Some studies show that larger flowers are generally asso-
ciated with greater attraction of pollinators (Galen 1999;
Mothershead and Marquis 2000; Arista and Ortiz 2007;
Knauer and Schiestl 2017) and our study showed that flow-
ers of S. rugosa with smaller corollas had greater amount
of plant tissue consumed by florivores. In this way, some
florivores can select flower sizes by preferring flowers with
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smaller corollas that provide easier access to rewards (Galen
1999) and consequently favor larger flowers in the popula-
tion. Larger flowers provide greater attraction for pollina-
tors, and larger flowers have been shown to favor the male
function of flowers (Strauss et al. 2001). Apparently, the
selection by visitors and florivores are working in concert
in S. rugosa to select for larger flower size. Higher florivory
rates in smaller flowers may be also explained by the loca-
tion of UV-absorbing areas in this plant species. It is com-
mon for pollen flowers to absorb UV light in their center,
which corresponds to the anther area (Lunau 2000; Lunau
et al. 2017), due to the presence of flavonoid pigments that
absorb this light (Scogin et al. 1977). This is exactly the case
of the flowers of S. rugosa. Compounds that absorb UV light
in the floral tissue can act to protect against florivore insects
(Gronquist et al. 2001), and smaller flowers may have less
amounts of these compounds.

In our study, florivores preferred the corollas over the
reproductive structures (anthers or pistils). In fact, the diam-
eter of the corolla is more associated with the attraction of
florivores than the anthers in other plants, as Nemophila
menziesii (Mccall and Barr 2012). One possible explana-
tion is the presence of oxalate crystals in the anther walls;
in buzz-pollinated plant species with poricidal anthers, such
as S. rugosa, crystals are mixed with pollen (D’arcy and
Keating 1996). This compound has, among other functions,
a protective effect against herbivores (Gonzalez-Becerril
2011) and must, therefore, reduce the incidence of florivory
in anthers.

Florivory in the tip of the petals had a high probability
of occurrence in all flower sizes. However, florivory in the
base of the petals was greater in bigger flowers. This pattern
may be explained by the food preferences of different visi-
tors guilds. Florivore groups include generalists, specialists
in certain plants, and specialists in a certain type of tissue
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(McCall and Irwin 2006; McCall 2008). Therefore, different
guilds consume different parts of the flower (McCall and
Irwin 2006) or even show preference for anthers and pollen
(Kirk et al. 1995). Some florivores of the orders Diptera and
Coleoptera are also able to perceive the UV band, which in
S. rugosa is concentrated in the anthers (Briscoe and Chittka
2001). Thus, although lower florivory rates occur in larger
flowers and UV-absorbing areas contribute to the protection
(Gronquist et al. 2001), antagonists that are guided by UV
signaling may have expressed a higher specificity for anthers
and consumed them and their surroundings.

The discontinuous pattern of florivory, which does not
drastically change the floral shape, was the most frequent in
S. rugosa. Damage to the corolla can deter pollinator visita-
tion, but the harm can be amplified if the corolla is disfig-
ured (Karban and Strauss 1993; McCall 2008). A greater
probability of continuous florivory was observed in larger
flowers. Pollinator behaviors can be guided by flower sym-
metry and size as a means of quantitative assessment of the
reward before the visit (Bell 1985). Thus, this pattern sug-
gests that larger flowers would be less damaged by continu-
ous florivory, considering that flower size is also a variable
that influences attraction.

Our study showed that natural populations of S. rugosa
have a high incidence of visitation of larcenists. This pattern
has been reported for other buzz-pollinated species (Solis-
Montero et al. 2015), and other species of the subtribe Cas-
siinae (Nascimento and Del-Claro 2007; De Almeida et al.
2013). These species also present heteranthery, character-
ized by the presence of more than one type of stamen, dif-
ferentiated by color, shape and size of the anther, on the
same flower, in which two types of anthers are distinguish-
able, namely, feeding and pollinating anthers, supporting the
“division-of-labor hypothesis™ (Vallejo-Marin et al. 2009,
2010). Despite the presence of heteranthery, the effects of
pollen larceny can be enhanced in plants that have pollen
as the only resource (Hargreaves et al. 2009). In contrast to
nectar theft that affects reproduction only indirectly, male
fitness can be directly impacted by pollen theft (Hargreaves
et al. 2009). Furthermore, in pollen flowers, pollen generally
acts as an attractive cue and its availability determines the
foraging choices of pollinators (Lunau 2000); thus, larcenists
can reduce floral attractiveness for pollinators potentially
decreasing pollen dispersal (Hargreaves et al. 2009).

Flower size did not affect the attraction of larcenists in
S. rugosa, suggesting that the antagonists do not use this
attribute as parameter to choose which flowers to visit. Visi-
tors acting as larcenists in S. rugosa, especially individu-
als of the bee P. droryana, which was the most abundant,
chewed anthers to gain access to pollen. This may indicate
that bees that acted in pollen larceny may have been more
motivated to visit flowers for pollen consumption than only
by visual cues, as found in other studies (Hargreaves et al.

2009; Gorden and Adler 2016). In addition, petals appear to
be responsible for long distance signaling and attraction of
both legitimate and illegitimate visitors, while anthers are
decisive in short distance decisions (Martins et al. 2018).
Therefore, anther integrity may have played a determining
role for the choice of larcenists at a close range.

Our study also showed that damage caused in different
parts of the corolla, which have different distances from the
areas where osmophores are concentrated and UV light is
absorbed, did not affect the attraction of larcenists. Although
other experiments with artificial florivory have showed simi-
lar results (Gorden and Adler 2016), most of such previous
studies claimed that florivory commonly affects attractive-
ness to pollinators (reviewed by McCall and Irwin 2006)
and illegitimate visitors (Vega-Polanco et al. 2020). In this
sense, some studies have pointed out that petals have little
effect on attraction (Andersson 1994; Tsuji et al. 2016). On
the other hand, although petals and stamens are involved
in the attraction, damage to the anthers can cause a drastic
reduction in attraction because the UV light absorbing area
is concentrated there, considering that the response tends
to be stronger to stamens because they work as the main
attraction for bees in these plant species (Luo et al. 2008;
Russell et al. 2016; Camargo et al. 2019; Brito et al. 2020).
Our experiments did not affect the total area occupied by the
anthers; therefore, damage to petals has a negligible effect
on attracting of larcenists.

Our findings show that flower size can directly affect
aspects of the natural florivory, but this attribute does not
seem to be the main attraction for larcenists in enantiosty-
lous S. rugosa. Florivory in different parts of the corolla did
not affect the attraction of these antagonistic agents, which
emphasizes the importance of understanding how floral
cues act in different insect—plant relationships. These results
highlight the need for studies focusing on aspects related to
antagonistic interactions in plant species with floral poly-
morphisms, such as enantiostyly, and specific signaling pat-
terns, considering that antagonistic interactions may have
their consequences aggravated in plant species with complex
reproduction patterns (Glaum and Kessler 2017). Further
knowledge not only on interactions between mutualisms
and antagonisms but also between different antagonisms is
necessary for a better understanding interactions in natural
environments. Future studies should consider different con-
texts and the effects caused by different antagonistic guilds
to identify patterns of how antagonists interact with each
other and how they can jointly affect plant reproduction and
thus shed light on other aspects of this knowledge gap.
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Resumo

O uso de sinais florais € uma das formas pela qual os visitantes identificam os recursos. A
relacdo direta entre as dimensdes de estruturas florais e a quantidade de recurso ofertado €
chamada de honestidade floral, sendo flores de polen pouco estudadas e a maioria dos estudos
em ambientes controlados. Diante disso, objetivamos investigar a honestidade floral através da
confiabilidade e preferéncia dos visitantes da espécie Senna rugosa. Foram verificadas as areas
de absorcdo UV em 60 flores de 30 individuos. Para analisar a relagdo entre tamanhos florais e
numero de gréos de pdlen foram coletadas todas anteras de 94 flores e contados os gréos de
polen com Camara de Neubauer. Foram realizadas 131 horas de observacdes em 60 flores de
30 individuos. Todas as flores foram fotografadas e medidas com o software ImageJ 5.0. A éarea
de absorcdo UV foi identificada na regido das anteras. O tamanho da corola esta relacionada de
forma inversamente proporcional com a quantidade de graos de pélen: a medida que o tamanho
da corola aumenta o nimero de graos de pdlen produzidos diminui. A area das anteras e gineceu
ndo apresentaram relacdo. Foram observadas 2,75% de visitas da Xylocopa sp. e 95,66% de
outras espécies de abelhas, dentre estas a Plebeia droryana foi a mais frequente (68,89%). O
tamanho da corola ndo esta relacionado com a frequéncia de visitas, ao contrario da area das
anteras. Nosso estudo traz informacdes relevantes acerca dos padrdes de honestidade de sinais

para flores de pdlen e a funcéo dos tamanhos florais na atragéo.

Palavras-chave: Confiabilidade de sinais, Sinalizacdo, Espécie enantiostilica, Flor de polen.
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Introducéo

Dentre as estratégias de forrageamento, o uso de sinais emitidos pela flor é uma das
formas pela qual os visitantes identificam a presenca de recursos (Chittka & Thomson 2001).
Esta relacdo direta existente entre as dimensdes de estruturas florais e a quantidade de recurso
ofertado, indicada pela sinalizacdo da flor para atrair visitantes, é chamada de honestidade
floral, tendo como principal objeto de estudo o néctar e com poucos estudos em flores de pdlen
(Makino & Sakai 2007; Schiestl 2015). A honestidade floral € um tema discutido em estudos
recentes (Knauer & Schiestl 2015; Schiestl 2015). Esta sinalizacdo € fundamental nas relacdes
planta-polinizador, e em flores que o recurso esta oculto estes sinais sdo ainda mais importantes
(Armbruster et al. 2005; Chittka & Raine 2006; Raguso 2008).

Sinais considerados honestos séo aqueles que possuem correlagcdo entre o sinal
observavel e a qualidade do ndo observavel (Szdmado6 2011) e os sinais considerados mais
evidentes para polinizadores sdo aqueles emitidos pelo proprio recurso, como pdélen ou néctar,
considerados sinais honestos diretos (Howell & Alarcén 2007; Pélabon et al. 2012; Knauer &
Schiestl 2015). No entanto, a sinalizacdo que ndo é emitida pela recompensa também pode ser
honesta quando esta correlacionada positivamente com o recurso, chamada de sinalizacdo
honesta indireta, como o didmetro da corola e sinais olfativos (Fenster et al. 2006; Benitez-
Vieyra et al. 2010; Knauer & Schiestl 2015).

Além de corresponder a quantidade de recurso ofertado pela flor, os sinais emitidos
precisam ser eficientes na atracdo de polinizadores (Knauer & Schiestl 2015). Portanto, a
validade da sinalizacdo emitida pela flor depende de dois critérios: a confiabilidade, que se
refere a correlacdo existente entre 0s sinais e a recompensa, € a detectabilidade, que diz respeito
a precisao com que os polinizadores conseguem identificar esta sinalizacdo (McLinn &
Stephens 2006; Makino & Sakai 2007). Porém, pouco se conhece sobre os motivos para a
evolucdo de sinais honestos em plantas (Knauer & Schiestl 2015).

O padrdo de sinalizacdo de recurso em flores de p6len ocorre através da absorcao e
reflexdo de luz ultravioleta (Vogel 1977; Osche 1983; Lunau 2000) no qual flores amarelas
possuem uma periferia refletora de UV e centro absorvente de UV (Papiorek et al. 2016). A
area de absorcao atua na atragdo dos polinizadores e é considerada guias de recurso em flores
de pélen (Laporta 2005, Lunau et al. 2017). As anteras podem assumir este papel de sinalizagéo,
sobretudo em espécies com cor amarela intensa, tamanho relativamente grande e ocorréncia de
buzz pollination (Lunau 2000), como espécies do género Senna. No entanto, esta conformacédo

dos padrdes UV ndo parece ser comum a todas as espécies de Senna (Souza et al. 2012). Apesar
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de experimentos evidenciarem sua ocorréncia no género, ainda ndo € possivel obter conclusdes
acerca do alcance desta caracteristica no grupo (Borges 2010).

Os estudos que tratam da importancia da sinalizagdo honesta na comunicagdo vém
sendo desenvolvidos principalmente com foco nas relagdes reprodutivas em animais, sobretudo
na selecdo sexual, porém, estas investigacdes sdo de grande importancia nas relacbes planta-
polinizador (Schaefer et al. 2004; Szdmado6 2011). Apesar da vasta literatura sobre as interagdes
entre plantas e seus polinizadores, pouco se conhece sobre a relagdo entre sinais visuais e
recompensas (Ortiz et al. 2020). Além disso, os estudos que identificam a relacdo entre
sinalizacdo e oferta de recurso comumente ocorrem em ambientes controlados e com espécies
que ofertam néctar (Makino & Sakai 2007; Schiestl 2015). Portanto, sdo necessarios estudos
que busquem entender estas varidveis em ambientes naturais e como polinizadores respondem
a esta sinalizacdo (Junker & Parachnowitsch 2015, Knauer & Schiestl 2015).

Diante disso, este estudo foi norteado pelas seguintes questdes: 1) Os tamanhos das
estruturas florais (anteras, gineceu e corola) estdo associadas a quantidade de gréos de pélen?;
2) Os tamanhos das estruturas florais (anteras, gineceu e corola) estdo associadas com a atragao
dos visitantes florais?. Hipotetizamos que: 1) Os tamanhos das estruturas florais estdo
associadas a quantidade de grdos de polen ofertado; 2) Os tamanhos das estruturas florais

possuem correlacdo com a atragdo de visitantes.

Materiais e métodos

Area de estudo

O estudo foi realizado na Floresta Nacional do Araripe (FLONA Araripe). A

FLONA possui a vegetacdo compreendida na fisionomia de cerrado (Coutinho 1978, Ribeiro
& Walter 1998), sendo a Unica area de cerrado preservada no estado do Ceard, localizada em
uma altitude de 800m a 900m, encravado no dominio semiérido da Caatinga. Os solos
encontrados na FLONA sdo de baixa fertilidade, elevada acidez, profundos, com teores toxicos
de aluminio e de boa drenagem, sendo estas caracteristicas constituintes de fitofisionomias
chamadas de cerrado, e séo classificados nos tipos latossolo amarelo e latossolo vermelho-
amarelo (Bezerra 2004). De acordo com o sistema de classificagdo de Koppen, o clima é o
Tropical quente tmido (Aw) com temperatura média anual entre 24° e 26°C. De acordo com
Esmeraldo et al. (2011) a FLONA Araripe € composta por 10,95% de Floresta Umida
semiperenifdlea, 48,53% de transi¢do floresta Umida/cerrado, 27,49% de cerrado, 1,52% de
carrasco e 11,52% de floresta umida degradada pelo fogo. A FLONA foi a primeira unidade de
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conservacao (UC) de uso sustentavel do Brasil (Decreto-Lei N° 9.226 de 146 2/05/1946) e
ocorre nos estados de Pernambuco, Cearé e Piaui. A Unidade de Conservacao é considerada
pelo Ministério do Meio Ambiente carente de investigacdo cientifica e prioridade para a

conservacao (Costa & Araujo 2007).

Espécie estudada

Senna rugosa é uma espéecie comum no Cerrado brasileiro (Irwin & Barneby 1982,
Dantas & Silva 2013) e possui flores assimétricas que apresentam a enantiostilia (Barrett 2002,
Jesson & Barrett 2002, Dantas & Silva 2013). Possui uma peétala inferior assimétrica que se
encontra oposta ao pistilo (Amorim et al. 2019). O pistilo é deslocado para o lado e apontado
em direcdo as anteras (Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988, Amorim et al. 2019). Suas
flores possuem a heteranteria, um sistema floral no qual a flor € composta por dois conjuntos
de anteras fortemente dimdrficos (Irwin & Barneby 1982, Vallejo-Marin et al. 2010). Os
estames sdo divididos em: trés mais longos, no qual pelo menos dois deles atingem o gineceu,
quatro médios centrais e trés estaminddios e as anteras sdo volumosas e possuem na ponta poros
apicais (Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 1988) que direcionam os grdos de polen
durante 0 mecanismo conhecido como Buzz pollination, no qual as abelhas vibram as anteras
para que o pélen seja liberado (Buchmann & Hurley 1978, Almeida et al. 2015b, Amorim et
al. 2019) (Fig 1, a).

Areas de absorcao e reflexdo UV

Para a deteccdo das areas de absorcdo UV foram utilizadas 60 flores de 30
individuos. As flores foram colocadas em recipientes de plastico e expostas a pedacos de
algodao embebidos em hidroxido de aménio durante 40 minutos (NH4OH) (Dafni et al. 2005),
apos este tempo foram verificadas as areas da flor que alteraram a cor com a exposi¢édo ao

reagente.

Ocorréncia da honestidade floral

Tamanhos das estruturas florais x oferta de polen

Para analisar a relagdo dos tamanhos das estruturas florais e oferta de pélen foram

marcados 30 individuos da populacdo e utilizadas 94 flores distribuidas entre estes. Como
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critério para a escolha, as flores necessitavam ser do dia e estarem iniciando sua antese para
evitar que florivoros ou polinizadores j& estivessem visitado a flor. A coleta aconteceu na
primeira hora de antese das flores. Foram coletadas todas anteras de cada flor com o auxilio de
uma pinga e imersas com alcool 70% em tubos eppendorf.

Posteriormente, foram realizadas contagens de grédos de pélen com o uso da Camara
de Neubauer (Maéda 1985; da Silva et al. 2017). A solugéo utilizada neste processo continha a
mistura de &cido latico e glicerina com a razéo de 3:1. A contagem foi feita por antera, no qual
era adicionado em um vidro de relégio 1 ml da solucdo e todo o polen contido na antera. Em
seguida, com o auxilio de uma pipeta era adicionado a mistura na Camara de Neubauer de modo
a preencher todo o volume da cAmara, e posteriormente levado ao microscopio 6ptico, no qual
eram contados os graos de pdlen presentes em oito quadrantes laterais especificos (0,0008 ml).
Diante disso, para cada antera era realizado o seguinte calculo de proporcao simples: O volume
dos quadrantes contabilizados (0,0008 ml, fixo) multiplicado por x (nimero de graos de pélen
por antera) é igual a soma dos graos de polen contabilizados nos oito quadrantes multiplicado
pelo volume total da cdmara de Neubauer (1ml, fixo). Logo ap6s a realizagdo deste processo
para cada antera da flor, foram somados todos os valores obtidos (quatro anteras de alimentacéao
+ trés de polinizacéo) e obtido o total de gréos de polen por flor.

Todas as flores foram fotografadas em campo na sua parte frontal utilizando um
suporte de papel-cartdo com uma régua ao lado para servir como escala, mantendo padrées no
distanciamento estabelecidos. O tamanho das anteras, gineceu e corola das flores foram

medidos com o software ImageJ 5.0 (Soft Imaging System GmbH, Munster, Germany).

Tamanhos das estruturas florais x Preferéncia dos visitantes

Para analisar a preferéncia dos visitantes foram realizadas 131 horas de observacdes
focais de visitantes florais em 30 individuos e 60 flores intactas distribuidas entre eles. Tais
observacdes foram realizadas entre 8 e 17 horas em dias consecutivos. Todas as flores foram
fotografadas em campo na sua parte frontal utilizando também um suporte de papel-cartdo com
uma régua ao lado como escala e com padrdes no distanciamento. A area total da flor e a area
dos estames foram medidas utilizando o software ImageJ 5.0 (Soft Imaging System GmbH,
Munster, Germany). Posteriormente, foi avaliada a ocorréncia de diferentes frequéncias e

comportamentos dos visitantes em flores com diferentes tamanhos nas estruturas.
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Andlise de dados

Para verificar a relacdo dos tamanhos das estruturas florais (anteras, gineceu e
corola) com o numero de gréos de pélen foi utilizada uma regressao linear maltipla, tendo como
variaveis preditoras o tamanho das anteras, gineceu e corola e como varidveil resposta a
quantidade de grdos de polen. Para verificar a relagdo entre o tamanho da corola e anteras e a
frequéncia de visitantes também foi utilizado o teste de regresséo linear multipla, tendo como
varidveis preditoras o tamanho da corola e anteras, e como variavel resposta a frequéncia de
visitas.

Para adequacdo dos testes utilizados foram verificados todos 0s pressupostos
relacionados. Fizemos a priori testes de normalidade e homocedasticidade. Todas as analises
foram realizadas com o Programa R v.4.1.0 (R Core Team, 2021).

Resultados

Areas de absorcio UV

O experimento realizado com hidroxido de amonio ocasionou o escurecimento das
anteras, que adquiriram uma coloragdo amarronzada (Fig. 1, b-c). Esta reac&o indica a presenca
de UV absorvente nesta regiéo.

Tamanhos das estruturas florais x quantidade de gréos de pélen

A é&rea da corola apresentou uma associagdo inversamente proporcional com o
namero de grdos de pélen. Com o aumento da corola, o nimero de graos de polen produzidos
diminui. A area das anteras e do gineceu ndo apresentaram relacdo com o nimero de graos de
polen (F=6,82; p< 0,0001) (Fig 2, a-c).

Tamanhos das estruturas florais x preferéncia de visitantes

Durante as observacdes focais ocorreram 7 visitas (2,75%) da abelha Xylocopa sp.
que €é considerada um polinizador efetivo de Senna rugosa pois, devido ao seu porte, contacta

0 estigma no momento das visitas. Além disso, ocorreram 243 visitas (95,66%) de outras
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espéecies de abelhas, dentre elas Trigona sp. Augochlora sp. e Plebeia droryana, que
contactavam o estigma apenas ocasionalmente. Dentre estes visitantes ilegitimos, a abelha
Plebeia droryana foi a mais frequente, com 175 visitas (68,89%). A &rea da corola ndo
apresentou associacdo com a frequéncia de visitas, no entanto, a area de estames esta
diretamente relacionada: quanto maior a area de estames, maior a frequéncia de visitantes
florais (F=4.974; p< 0,0001) (Fig 3, a-b).

Discussao

Nossos achados apontam para uma relacdo inversamente proporcional entre
tamanho da corola e quantidade de graos de polen por flor, com flores menores apresentando
maior quantidade de grdos de podlen. Ja para o gineceu e anteras esta associacdo nao foi
encontrada. Nao foi verificado preferéncias dos visitantes entre os diferentes tamanhos de
corola, no entanto, esta frequéncia de visitas apresentou uma relagdo diretamente proporcional

com o tamanho das anteras.

Com relagdo ao padrdo de absorcdo UV encontrado em Senna rugosa, O
escurecimento das anteras aponta para a presenca de pigmentos flavonoides que absorvem luz
ultravioleta (Scogin et al. 1977). Padres semelhantes foram encontrados para outras espécies
do género, como S. corymbosa (Laporta 2005) e S. macranthera var. pudibunda (Borges 2010).
As abelhas respondem de forma inata ao estimulo da cor amarela absorvente de UV, no qual é
tido como uma estratégia de sinalizacdo e desempenha um papel importante na atracdo. Este
sinal floral no qual anteras absorvem UV é recorrente e relatado em diversos estudos (Lunau
2000, Heuschen et al. 2005; Papiorek et al. 2016; Lunau et al. 2017). No entanto, mesmo em
espécies que possuem este padrdo, a corola também possui seu papel na sinalizacdo para 0s

visitantes florais.

Sobre a relacdo entre os tamanhos florais e 0 nimero de gréos de pélen por flor,
apesar da relagdo positiva entre tamanho da corola e a quantidade de néctar ter sido relatada por
varios estudos (Benitez-Vieyra et al. 2010; Knauer & Schiestl 2015; Ortiz et al. 2020), nosso
estudo com uma flor de pélen mostrou que 0 tamanho da corola esta inversamente relacionado
ao numero de gréos de polen por flor em S. rugosa. Sinais como o tamanho da corola que nido
sao emitidos pela recompensa, ou seja, sinais indiretos, podem nao estar associados diretamente

a recompensa, o que poderia levar a uma sinalizacdo nao confidvel, ou desonesta (Schaefer et
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al. 2004; Knauer & Schiestl 2015). Contudo, existem evidéncias de que esta sinaliza¢do indireta

pode atuar de forma honesta na atracdo (Knauer & Schiestl 2015).

O padréo encontrado para o tamanho da corola pode estar associado as estratégias
utilizadas pela planta para atrair agentes especificos ao longo do gradiente floral. Além disso,
a capacidade associativa de abelhas e o aprendizado rapido da distribuicdo de recursos ja é
documentada (Biernaskie et al. 2009). As funcdes da aparéncia e recompensa sao diferentes na
atracdo de polinizadores. Enquanto abelhas que visitam ocasionalmente podem realizar suas
escolhas sem ter como principal critério estes sinais visuais, as abelhas efetivas ou regulares
poderiam aprender a associar flores menores com maior quantidade de recurso sem considerar
a aparéncia, e esta capacidade de aprendizagem pode determinar a eficacia (Makino & Sakai
2007, Sun et al. 2018). Os visitantes efetivos servem como fieis vetores de polen, enquanto o0s
visitantes ocasionais podem transportar pdlen na populacéo para individuos distantes (Makino
et al. 2007). Espécies de S. rugosa possuem uma alta variacdo de tamanhos florais, isto pode
ocorrer devido & necessidade em obter vantagens tanto de visitantes ocasionais quanto regulares
(Makino & Sakai 2007).

Sobre a relagdo do tamanho da corola com atragéo de visitantes, ndo encontramos
esta associacdo. Das visitas realizadas nas flores observadas, 95,66% foram de abelhas
consideradas visitantes ocasionais, que atuavam no roubo de pdlen e contactavam o estigma
apenas ocasionalmente durante as visitas. Apesar da relagdo positiva entre display floral
individual ou de inflorescéncias e a atragdo de visitantes (Melo et al. 2018), abelhas com
comportamento pilhador que forrageiam em busca de pdlen podem adquirir a capacidade de
modificar suas preferéncias de acordo com as circunstancias (Russell et al. 2016). Diante disso,
estas abelhas podem ter sido instigadas mais pela busca de recompensa através do consumo de
pélen do que pelo tamanho da corola (Hargreaves et al. 2009; Gorden & Adler 2016),

resultando em visitas sem preferéncias para esta variavel.

O tamanho das anteras apresentou uma relacdo direta com a frequéncia de
visitantes. Neste estudo também verificamos que a area UV absorvente em flores de S. rugosa
é localizada inteiramente na area das anteras. Diante disso, a cor amarela das anteras capaz de
absorver raios ultravioletas desempenham um papel importante na atracdo de abelhas que
respondem de forma inata a este sinal, sobretudo para forrageadores de polen (Russell et al.
2016; Lunau & Wester 2017). Além disto, a corola parece ser responsavel pela atracdo de
forrageadores de poélen a longa distancia, enquanto que estas pistas emitidas pelas anteras
podem ser mais detectaveis a curta distancia (Dafni & Kevan 1996; Russell 2016, Martins et

al. 2018), sendo decisivas na escolha dos visitantes. Portanto, para S. rugosa o tamanho da
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corola ndo esta associado a quantidade de recompensa, ao contrario da area das anteras que €

considerado um sinal floral honesto e crucial na atratividade desta espécie.

Levando estes achados em consideracdo € possivel verificar a ocorréncia de
estratégias ndo comumente encontradas na literatura, como a relagdo inversamente proporcional
entre o tamanho das estruturas florais e quantidade de gréos de polen por flor. Isto aponta para
a necessidade de estudos que levem em consideracdo particularidades das espécies para
identificar os padrdes de honestidade floral, como S. rugosa, que além de ser uma espécie
enantiostilica e possuir apenas polen como recurso, apresentou também altas taxas de visitantes
ocasionais, 0 que mostra que espécies com estas caracteristicas podem ter estratégias
especificas para garantir seu sucesso reprodutivo. Nosso estudo traz informacGes relevantes
acerca da honestidade de sinais para flores de polen, evidenciando que o gradiente de tamanhos
florais pode ser estratégico para alguns grupos de visitantes e ndo ser o principal critério para a
decisdo de outros. Estudos futuros devem considerar diferentes guildas de visitantes com
diferentes comportamentos e suas preferéncias, com o objetivo de esclarecer e aprimorar outros

pontos nesta lacuna do conhecimento.
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Fig. 1: (a) Flor de Senna rugosa; Anteras de Senna rugosa antes (b) depois (c) de ser submetida
ao hidréxido de amonio. A regido das anteras apresentou um escurecimento, indicando a regido
UV absorvente.
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Fig. 2: Relacdo entre os tamanhos das (a) anteras, (b) gineceu e (c) corola, com o nimero de
gréos de pélen
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Fig. 3: Relagdo entre area da (a) corola e (b) anteras com a preferéncia de visitantes em Senna
rugosa
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados nesta Dissertacao que objetivou investigar os padroes de
florivoria natural e sua influéncia na atracéo de ladrbes de p6len, bem como a honestidade floral
na espécie Senna rugosa, sdo de grande importancia no entendimento das interagdes entre esta
espécie e agentes antagonistas, como florivoros e ladrGes de polen, considerando que esta
possui a enantiostilia e padrbes altamente especificos de reproducdo, como também na
compreensdo das estratégias utilizadas para sinalizacao de recursos e otimizacdo da atracdo de
visitantes.

Flores menores sdo as mais atingidas pela acéo de florivoros. O padrao descontinuo
que ndo descaracteriza a forma da flor € a mais ocorrente, assim como o consumo da parte
externa da corola. O que mostra que, para florivoros, o tamanho floral € o fator relevante, e que
o fécil acesso ao recurso destas flores pode ser crucial para a escolha. No entanto, estes indicios
de florivoria ndo determinaram a visitacdo de ladrées de pélen, bem como o tamanho floral, o
gue pode mostra diferentes estratégias destes agentes antagonistas em relacdo as respostas a
sinalizacdo floral.

Flores menores também possuem maior quantidade de recurso nesta espécie que
oferece apenas poélen, o que pode sugerir estratégias especificas utilizadas pela planta que
podem ser aprendidas por abelhas que sdo consideradas polinizadoras efetivas de S. rugosa.
Além disso, os visitantes que em sua maioria foram ladrbes de pdlen, ndo mostraram
preferéncias entre diferentes tamanhos de corola, no entanto, apresentaram preferéncia por
flores com &rea maior de anteras.

Diante disso, é possivel afirmar que os dados aqui apresentadores auxiliam no
avanco da compreensdo de interacfes antagonistas em espécies com maior nivel de
especializacdo com polimorfismos florais, como a enantiostilia, tendo em vista que estas
espécies podem ter as consequéncias de antagonismos agravados. Além disso, 0 entendimento
dasinalizacéo em flores de p6len e que possuem relacdes especializadas com seus polinizadores
traz subsidios para entender as estratégias utilizadas por uma espécie enantiostilica, e inferir
sobre cenéarios ambientais que podem favorecer ou comprometer a reproducdo e conservagao

desta especie e do grupo que compartilha estas caracteristicas reprodutivas.
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