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INTERACAO ENTRE VISITANTES FLORAIS E MIRTILO (Vaccinium ashei
Reade): O EFEITO DA VARIACAO DA MORFOLOGIA FLORAL E
COMPORTAMENTO DE COLETA DE RECURSO FLORAL NA
POLINIZACAO

INTRODUCAO GERAL

A maior parte das angiospermas depende de animais polinizadores para
se reproduzirem (Ollerton et al., 2011). Embora o grau de dependéncia varie
entre as espécies, mais de um terco das culturas agricolas no mundo requerem
polinizacdo mediada por animais, principalmente por abelhas, para uma
producdo comercial satisfatoria (Klein et al., 2007). Ja que o aumento da
populacdo € um fator que requer grande producéo de alimentos, isso faz com
que a demanda por culturas polinizadas por animais cres¢ca e sem eles a
producgéo de alimentos ficaria seriamente comprometida (Chaplin-Kramer et al.,
2014; Smith et al., 2015).

A polinizacdo é considerada um servico ecossistémico muito importante
que pode ser classificado em regulatério, de provisdo e cultural. Sendo uma
interacdo ecoldgica que fornece inumeros beneficios aos seres humanos
(BPBES, 2016; Costanza et al., 2017). Beneficios estes que incluem a
manutencdo e a variabilidade genética de populacdes de plantas nativas que
sustentam a biodiversidade e as fungdes ecossistémicas, considerado um
servico ecossistémico regulatério. A garantia do fornecimento confiavel e
diversificado de frutos, sementes, mel, entre outros, é considerado um servico
ecossistémico de provisdo. E a promocéo de valores culturais relacionados ao
conhecimento tradicional, buscando engajar as comunidades na preservacao
dos polinizadores e na importancia da polinizacdo, através da educacao
ambiental, desta forma, considerado um servi¢o ecossistémico cultural (BPBES,
2016; Costanza et al., 2017).

No Brasil, calcula-se que a polinizacédo relacionada a producéo agricola
tem um valor anual de US $12 bilhfes (Giannini et al., 2015; BPBES, 2016). De

modo geral, os frutos provenientes de flores polinizadas por insetos tém maior
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numero de sementes, melhor formato, maior valor nutritivo, ou seja, possuem
maior qualidade em varios aspectos (Bommarco et al., 2012; Junqueira et al.,
2012; Klatt et al., 2013; Garratt et al., 2014; BPBES, 2016). Desta forma entender
0 processo de polinizacdo em plantas cultivadas € muito importante, frente ao
recente declinio documentado em algumas populacbes de polinizadores
silvestres e manejados (Biesmeijer et al., 2006; Kosior et al., 2007; Cameron et
al., 2011). No pais, a producdo das principais espécies frutiferas de clima
temperado é insuficiente para atender a demanda interna, gerando uma
crescente necessidade de importacao de frutos que poderiam ser produzidos em
regiées mais frias do pais (Antunes et al., 2008).

O mirtilo € um exemplo disso, € uma espécie frutifera de clima temperado,
pertencente a familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae, nativo da América do
Norte (Estados Unidos e Canadd) (Santos & Raseira, 2002). Apresenta valor
nutracéutico, devido ao alto contetido de antocianina, sendo, por isso, conhecido
como fruto da longevidade (Fachinello, 2008; Witter et al., 2014). Existe um
crescente interesse dos consumidores norte-americanos, europeus e asiaticos
pelo fruto, o que tem pressionado produtores mundiais tradicionais a
aumentarem a sua oferta, surgindo novos paises empreendedores,
recentemente o Brasil (Raseira & Antunes, 2004; Witter et al., 2014).

As principais cultivares plantadas no Brasil sdo: Aliceblue, Bluebelle,
Bluegem, Briteblue, Climax, Delite, Powderblue, Woodard e pertencem ao grupo
Rabbiteye que se adapta a regides de pouco frio (cerca de 300 horas), um dos
grupos mais promissores no pais (Witter et al., 2014). Mesmo com o0 aumento da
demanda e interesse no cultivo de mirtilo para o Brasil, h&4 poucos estudos sobre
a polinizacéo desta cultura (Silveira & Raseira, 2011; Sezerino et al., 2017). A
producdo de mirtilo no pais ainda se encontra em fase de ascenséo e se busca
um sistema de producao eficiente para inserir o pais no ranking dos grandes
produtores mundiais (Fachinello, 2008).

A introducgdo de novas espécies e cultivares no Sul do Brasil, em especial
no Rio Grande do Sul, vem crescendo em area cultivada e consequentemente
em importancia econdémica (Antunes & Raseira, 2006). Embora ndo existam
estatisticas oficiais que relatam dados da area plantada, producdo e consumo

estima-se que a area plantada no Brasil seja superior a 150 hectares e a
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destinacdo a exportacdo, sendo parte absorvida no mercado interno (Pagot,
2006; Silva, 2007; Fachinello, 2008).

O Rio Grande do Sul é o Estado que mais se destaca na producéo de
mirtilo, com 45 produtores rurais, ocupando uma area de 65 ha com producéo
de 150 toneladas (Fachinello, 2008). Mas para que a producdo comercial de
mirtilos seja satisfatoria, € necessario que, pelo menos, 80% das flores
frutifiguem e que estejam presentes insetos polinizadores, uma vez que, pelo
formato da flor, o pdlen cai para fora da mesma e ndo no estigma, pois a corola
das flores é gomilosa e deprimida, isto €, as pétalas das flores estdo soldadas
entre si formando uma campanula invertida com uma abertura pequena, o que
protege os estames do vento, evitando que o pélen caia sobre o seu préprio
estigma, diminuindo assim as chances de autofecundacdo (McGregor, 1976;
Raseira & Antunes, 2004; Raseira, 2004; Desjardins & Oliveira, 2006; Fonseca
& Oliveira, 2007; Sezerino et al., 2017).

Estudos demonstram que as abelhas possuem papel fundamental na
polinizacdo (Sezerino, 2007; Sezerino, 2010; BPBES, 2016; Sezerino et al.,
2017). Sem polinizacado cruzada mediada por abelhas, 96% das flores de mirtilo
do grupo Rabbiteye n&o resultam em frutos (Sampson & Cane, 2000; Sezerino
et al., 2017). Desta forma, conhecer a biologia da planta, associado aos fatores
biéticos que com ela interagem sédo aspectos chave para otimizar o rendimento
de frutos em um pomar comercial (Sezerino et al., 2017).

No caso do mirtilo do grupo Rabbiteye, do qual faz parte a espécie alvo
deste estudo Vaccinium ashei Reade, existe algum grau de incompatibilidade do
seu préprio poélen, o que varia entre as cultivares (Santos & Raseira, 2002;
Raseira & Antunes, 2004; Sezerino, 2010). Mesmo cultivares que séo
autocompativeis apresentam reduzida frutificacao efetiva e menor qualidade dos
frutos quando as flores sdo autopolinizadas comparativamente a polinizacéo
cruzada (El-Agamy et al., 1981; Gupton & Spiers, 1994; Ehlenfeldt, 2001; Witter
et al., 2014; Sezerino et al., 2017). Além deste problema que dificulta a
polinizag&o, a prépria morfologia da flor do mirtilo € conhecida por afetar a taxa
de visitantes potenciais polinizadores, o que pode diminuir as visitas dos mesmos
as flores, pois caracteristicas da morfologia podem ser um fator impactante para
polinizagédo (Wilson et al., 2004; Kudo & Harder, 2005; Martén-Rodriguez et al.,

2009; Courcelles et al., 2013).
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Outra caracteristica das flores de mirtilo é que elas possuem anteras
poricidas, que necessitam de polinizagdo por vibragdo para liberar maior
guantidade de pdlen portanto, sdo menos capazes de autopolinizacdo passiva
do que outras morfologias florais (Courcelles et al., 2013; Sezerino et al., 2017;
Bobiwash et al., 2018). Quando abelhas coletoras de pdlen que ndo possuem o
comportamento de vibrar os musculos do torax, o retiram da antera poricida, elas
tendem a fazer isso de maneira ineficiente, batendo nas anteras com as pernas
removendo pouco polen (Cane et al., 1993).

A variacao da forma da flor entre os cultivares acaba impondo limitacGes
ao acesso as recompensas florais, o que acaba encorajando o comportamento
de roubo de néctar atraves de perfuracdes na corola, realizados por algumas
espécies de abelhas (Irwin et al., 2010; Courcelles et al., 2013). Pois estas
limitacbes impedem muitas vezes a deposicdo do mesmo no estigma, além
disso, o0 nectario encontra-se na base do estilete e para alcanca-los, a abelha
deve inserir sua lingua entre os filamentos (Javorek et al., 2002). Dependendo
da morfologia da flor, consequentemente estes fatores podem interferir na
polinizacdo efetiva nas flores de mirtilo (Courcelles et al., 2013; Witter et al.,
2014;).

Desta forma a morfologia floral deve ser considerada nas iniciativas de
melhoramento de culturas de mirtilo no Brasil, selecionando formas florais menos
limitantes (Courcelles et al., 2013). Nosso objetivo geral foi avaliar a interacdo do
visitante com as flores de mirtilo e verificar se existe variagdo na morfologia floral
entre os cultivares de V. ashei e se este for o caso, qual sua influéncia na
polinizacdo. E a partir dos resultados incrementar o conhecimento sobre a
polinizacdo do mirtilo no Brasil, considerando os aspectos da morfologia floral

importantes para polinizagao desta cultura.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

A familia Ericaceae é formada por 124 géneros com 4.100 espécies,
distribuidas principalmente nas regifes temperadas e tropicais sua distribuicdo
€ considerada cosmopolita (Souza & Lorenzi, 2012). Algumas destas espécies
possuem alto valor econémico/alimenticio, como por exemplo o mirtilo (V.ashei
Reade) (Joly, 1998).

O mirtilo € uma planta que apresenta uma grande importancia econémica,
especialmente nos Estados Unidos e Europa, centros de diversidade do género
Vaccinium (Westwood, 1982). Nestas regifes é amplamente cultivado e tem
importancia comercial significativa, além de estar havendo uma ampla
divulgacao das propriedades dos frutos como "fonte da longevidade", sendo rico
em fibras, minerais e vitaminas, destacando-se por sua alta concentracao de
vitamina C. Possuem também propriedades antioxidantes que evitam os danos
causados pelos radicais livres, sendo assim, importantes na prevencdo de
cancer e enfermidades coronarias. (Kalt et al., 2007).

Entre 1998 e 2011 a producdo mundial de mirtilos aumentou
significativamente, de 143.704 para 467.048 toneladas (Brazelton, 2013;
Cantuarias-Avilés et al., 2014; FAO, 2020), devido ao maior consumo de mirtilos
no Hemisfério Norte, impulsionado pela crescente demanda de alimentos com
alto valor nutritivo e nutracéutico (Cantuarias-Avilés et al., 2014). Os primeiros
experimentos para a implantacdo e melhoramento do mirtilo no Brasil datam de
1983, pela Embrapa Clima Temperado (Pelotas-RS), que introduziu uma colecéo
de cultivares oriundas da Universidade da Flérida, sendo que o plantio comercial
iniciou em 1990 na cidade de Vacaria (RS) (Sezerino, 2010). A espécie
introduzida foi V. ashei, com o objetivo de avaliar a adaptacdo desta as
condi¢cdes edafoclimaticas da regido (Antunes & Madail, 2007). Apesar de
introduzido na década de 80 no pais, 0os primeiros pomares de mirtilo com fins
comerciais sdo recentes e motivados pela alta demanda e precos atrativos
(Santos & Raseira, 2002).

Foi introduzido no pais cultivares de baixa exigéncia em frio, variedades
do grupo Rabbiteye, conhecido como “olho de coelho”, oriundas da Universidade
da Flérida (Estados Unidos) (Antunes & Raseira, 2006). O quadro produtivo

atual, no pais, estd estimado em cerca de 150 toneladas, concentradas nas
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cidades de Vacaria, Caxias do Sul e Pelotas (RS), Bom Retiro (SC), Barbacena
(MG) e Campos do Jordao (SP). No Estado, a regido de Vacaria é a pioneira no
cultivo desta fruta (Antunes & Raseira, 2006, Sezerino, 2010). As plantac¢des, na
maioria das vezes, sdo menores que dois hectares e grande parte dos tratos
culturais é realizada pelos membros da familia do produtor (Pasetto, 2007).

A floracdo do mirtilo ocorre no final de agosto e inicio de setembro
(Raseira, 2004; Antunes et al., 2008). O grupo Rabbiteye é composto por nove
cultivares (variedades, geneticamente modificadas a apartir da espécie alvo, a
fim de, selecionar os melhores fendtipos para o cultivo): Aliceblue, Bluebelle,
Britteblue, Bluegem, Climax, Delite, Florida, Powderblue, Woodard, a maioria
apresenta algum grau de incompatibilidade do seu préprio polen, o que varia
entre as cultivares, necessitando de polinizadores para aumentar a taxa de
frutificacdo (Santos & Raseira, 2002; Raseira & Antunes, 2004; Antunes &
Raseira, 2006; Sezerino, 2010).

Martin et al. (2020) observaram em seu estudo que a exclusédo total de
polinizadores, ou seja, quando as flores de mirtilo sdo autofecundadas, os frutos
obtidos sdo menores e apresentam maturacéo tardia, quando comparados com
frutos obtidos de polinizagéao cruzada mediada pelos polinizadores. O que reforga
a nossa compreensdo da importancia de polinizagdo cruzada neste tipo de
cultivo, na auséncia de polinizadores a autopolinizacdo pode ser ineficaz para

producdo comercial satisfatéria.

14



Polinizadores de mirtilo

A polinizacdo mediada por animais € um servi¢co ecossistémico essencial
e altamente valorizado (Gallai et al., 2009), com muitas culturas dependendo dos
polinizadores para frutificar (Klein et al., 2007; Martin et al., 2020). A producédo
de frutos de mirtilos de alta qualidade depende muito das contribuicbes dos
polinizadores (Aras et al., 1996; Mackenzie, 1997; Dogterom et al., 2000; Fulton
et al.,, 2015; Martin et al., 2020). Isso resulta parcialmente de caracteristicas
morfologicas da planta, onde o poélen nas flores de mirtilo fica oculto dentro de
anteras poricidas, tornando a transferéncia de polen eficaz dentro e entre as
flores limitado para muitos polinizadores, o que dificulta alcancar a producéo
satisfatoria para esta cultura (Martin et al., 2020). Por exemplo, Campbell et al.
(2018) descobriram que os frutos de mirtilo possuem 47% mais peso quando as
flores foram acessadas pelos polinizadores (incluindo Apis mellifera Linnaeus,
1758; Bombus spp., Habropoda laboriosa Fabricius, 1804 e Xylocopa spp.)
comparado a auséncia de polinizadores. Outros estudos revelaram que 0s
polinizadores mais eficazes de mirtilos sdo geralmente as abelhas capazes de
vibrar os musculos do torax, (Mackenzie & Eickwort, 1996; Stubbs & Drummond,
2001; Javorek et al., 2002; Tuell et al., 2009; Campbell et al., 2017; Campbell et
al., 2018), pois sao capazes de extrair polen de anteras vibrando seus corpos
em alta frequéncia (ou seja, polinizacao por vibracéo). Isso faz com que o pdlen
saia das anteras através dos poros (Cane & Payne, 1993).

Javorek et al. (2002) compararam espécies de abelhas forrageadoras de
pbélen como Bombus spp. e Andrena spp. com espécies que frequentemente
coletam néctar, como A. mellifera, considerando o numero de flores polinizadas
por minuto. Observaram que as abelhas forrageadoras de polen depositaram
trés vezes a quantidade de polen nas flores de mirtilo durante uma Unica visita
guando comparadas com A. mellifera. Os resultados de seu estudo mostram que
Andrena spp. e Bombus spp. sdo as abelhas mais eficazes, depositando, em
meédia, 45 tétrades por visita.

Outros estudos consideram que em grande numero as abelhas A.
mellifera podem realizar a polinizagéo eficaz de flores de mirtilo, ou seja, um
aumento na quantidade de coldnias dessa espécie introduzidas no cultivo pode

resultar em aumento das taxas de visitacao das flores (Isaacs & Kirk, 2010; Gibbs
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et al., 2016; Martin et al., 2020). Isso pode explicar por que muitos produtores
comerciais de mirtilo dependem total ou parcialmente das abelhas A. melliferas
como polinizadores (Martin et al., 2020). Mesmo na presenca de abelhas nativas,
os fazendeiros de mirtilo norte-americanos normalmente adicionam colmeias de
abelhas A. mellifera para complementar a polinizagao das abelhas Bombus spp.
(Lang & Danka, 1991; Aras et al., 1996; Isaacs & Kirk, 2010; Fulton et al., 2015;
Gibbs et al., 2016).

A eficacia potencial das abelhas A. melliferas também foi demonstrada
em um artigo recente de Hoffmann et al. (2018) que constataram que elas
transportam quantidades substanciais de pdélen de mirtilo e frequentemente
entram em contato com estigmas e anteras, ocasionalmente quando colocam
suas pernas dianteiras dentro da abertura da corola enquanto se alimentam.
Desta forma elas podem pegar pdlen das anteras ou das paredes internas da
corola, pois 13% do total de tétrades do tarso estavam presentes nos tarsos da
perna dianteira. Um Unico contato com uma parte do corpo carregada de poélen
tem a possibilidade de transferir o suficiente ao estigma para uma polinizacéo
eficaz.

Mesmo com um aumento de pesquisas para estimar os polinizadores de
mirtilo, faltam estudos para a maioria de suas cultivares, e, portanto, 0s requisitos
de polinizacdo sdo mal compreendidos para muitas delas (Lang & Danka 1991,
Dogterom et al., 2000). As espécies de insetos que polinizam mirtilos variam de
acordo com a época de floracdo e a localizacao (Gibbs et al., 2016).

Para o Brasil o cenario nao é muito diferente, embora alguns estudos
importantes tenham estimado os polinizadores de mirtilo, ainda existe uma
lacuna no conhecimento da eficiéncia de polinizadores em diferentes regides,
principalmente no que se refere as abelhas nativas. E observado uma baixa
abundancia de polinizadores nativos nas areas de estudo (Sezerino et al., 2017).

No Sul do Brasil, Sezerino (2007, 2017) e Silveira (2008) observaram que
os visitantes florais mais frequentes foram as abelhas A. mellifera, e as abelhas
nativas dos géneros Plebeia, Bombus, Xylocopa, Trigona e da familia Halictidae,
e as vespas das familias Vespidae e Scoliidae.

Em estudos realizados no Rio Grande do Sul, observou-se que os
visitantes florais de mirtilo foram Bombus pauloensis Friese (1913); B. morio

Swederus (1787); Xyocopa hirsutissima Maidl, 1912; X. subcianea Pérez, 1901;
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A. mellifera, T. spinipes e as vespas Bachygastra, lecheguana e Polybia sp.
Enquanto que 55,5% de polen do corpo das mamangavas (Bombus) eram de
mirtilo, somente 14,3% do polen da corbicula de A. mellifera eram dessa cultura
(Silveira, 2008; Silveira et al., 2011).

Observando estes dados em conjunto com o comportamento de vibragao
torna as abelhas dos géneros Bombus, Xylocopa e da familia Halictidae as mais
eficientes polinizadoras das flores de mirtilo, tendo A. mellifera um papel de
polinizador complementar (Silveira et al., 2011; Witter et al., 2014). Mas de
maneira geral a visita das abelhas nas flores de mirtilo sdo muito importantes
para transportar os gréos de pélen para os estigmas receptivos, até mesmo em
cultivares autoférteis (Witter et al., 2014). Desta forma todos os tipos de mirtilo
beneficiam-se da polinizacao cruzada mediada pelos polinizadores (Witter et al.,
2014; Sezerino et al., 2017).
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Polinizacao por vibragcéao

A polinizacdo por vibragdo € um mecanismo de polinizacdo no qual as
abelhas usam vibracdes para extrair o pdlen das flores. Este comportamento de
vibracdo que algumas abelhas exibem nas flores para extrair o polen também foi
chamado de sonicacdo ou zumbido devido ao som caracteristico que as
vibracfes produzem (Vallejo-Marin, 2019; Pritchard & Vallejo-Marin, 2020).

A polinizacdo por vibracdo € relativamente comum, em flores que
possuem morfologia especializada que requer deste tipo de polinizacdo, cerca
de 20.000 espécies de plantas com flores possuem esta caracteristica (De Luca
& Vallejo-Marin, 2013), incluindo espécies de -culturas economicamente
importantes, como tomates, batatas e kiwis, enquanto a vibracao das flores foi
observado em 74 géneros compreendendo cerca de 58% das espécies de
abelhas (Pritchard & Vallejo-Marin, 2020). Durante esse tipo de coleta de pdlen,
as abelhas usam sua musculatura toracica para vibrar as anteras e liberar o
pélen (Buchmann & Hurley 1978; Nunes-Silva et al., 2010). O significado
funcional ndo é ébvio, o mecanismo de polinizacdo por vibracdo permanece
indefinido e os papéis relativos dos componentes da vibracdo como frequéncia,
velocidade, deslocamento e aceleracdo nao estdo claros (King & Buchmann,
1996; Corbet et al., 2014; Vallejo-Marin, 2019).

Em flores de anteras poricidas (Fig. 1), primeiramente, as abelhas pousam
sobre as anteras da flor, curvam-se em volta ou no 4pice do cone de anteras e
agarram fortemente os estames (Fig. 2) (Nunes-Silva et al., 2010; Vallejo-Marin,
2019). Ao contrair seus musculos toracicos, vibracfes sao transmitidas para as
anteras através do térax e das pernas, causando ressonancia dentro dela e
liberando o pélen (Fig. 2) (Buchmann & Hurley, 1978 citado por Nunes-Silva et
al., 2010; Vallejo-Marin, 2019). As vibracdes resultantes sdo transmitidas nas
anteras através da cabeca, mandibulas e lado ventral do abdémen (King, 1993;
King, 2003; De Luca & Vallejo-Marin, 2013). As vibra¢des ressoam nas anteras,
fazendo com que os grdos de polen ganhem energia e sejam expelidos pelos
poros apicais (De Luca & Vallejo-Marin, 2013). O pdélen expelido se adere no
corpo do polinizador, talvez sendo atraido por forgas eletrostaticas (Buchmann,
1978; De Luca & Vallejo-Marin, 2013).
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Harder & Barclay (1994) citados por Nunes-Silva et al. (2010) sugerem
que as anteras poricidas apresentam mecanismos de liberacdo de polen que
restringem a retirada de todos os grdos em uma Unica visita e isso faz com que
seja liberada somente uma pequena porcentagem, liberando-o continuamente
durante um periodo de tempo. Dessa maneira, esse mecanismo garante a visita
de varios polinizadores, promovendo maior sucesso na dispersdo do polen
(Nunes-Silva et al., 2010).

Segundo De Luca & Vallejo-Marin (2013) em abelhas o comportamento
de vibracéao so foi relatado em fémeas, que usam o pélen coletado para alimentar
larvas em desenvolvimento (Buchmann, 1983) e se as abelhas machos também
realizam polinizagdo por vibragdo € atualmente desconhecido. Os
comportamentos exibidos pelas abelhas que vibram sdo bastante estereotipados
(Macior, 1964; Buchmann, 1983).

As vibragdes produzidas nas flores ndo s&o exatamente as mesmas
produzidas durante o voo. Durante a vibragao nas flores, as abelhas vibram seu
térax em frequéncias e amplitudes mais altas do que durante o voo (Pritchard &
Vallejo-Marin, 2020).

Essas vibragcbes de frequéncia mais altas parecem ser parcialmente
devido as asas sendo dobradas sobre o abdémen, reduzindo o efeito de arrasto
e inércia nas vibracdes, e parcialmente devido as diferencas no padrdo dos
impulsos neurais enviados aos musculos. As propriedades das vibragdes florais,
portanto, dependem tanto do sistema nervoso das abelhas quanto da
biomecéanica do corpo (Pritchard & Vallejo-Marin, 2020). Apenas cerca da
metade das espécies de abelhas podem vibrar nas flores, incluindo desde
grandes abelhas carpinteiras a diminutas abelhas sudoriparas (Pritchard &
Vallejo-Marin, 2020).

Atualmente ndo sabemos por que algumas espécies nao fazem vibragao
nas flores. Em um nivel mecanicista, algumas abelhas podem né&o ser capazes
de gerar as forcas necessérias para liberar o pdlen e, portanto, ndo faz sentido
vibrar as flores. As abelhas carpinteiras podem produzir vibragbes com

aceleracdes suficientes para liberar polen das anteras poricidas, mas as abelhas
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(A. mellifera) ndo conseguem atingir a aceleracdo necessaria (Pritchard &
Vallejo-Marin, 2020).

Ainda ndo sabemos por que, em um nivel evolutivo, as espécies de
abelhas diferem nas vibracdes que podem produzir (Pritchard & Vallejo-Marin,
2020). Nos ultimos anos, ocorreram grandes avanc¢os no estudo da polinizacao
por vibragéo, no entanto, estéo testando experimentalmente teorias evolutivas
sobre a evolucao e o significado adaptativo da polinizagao por vibracéo (Vallejo-
Marin, 2019).

Tubo oco (poro apice da antera poricida)

2mm

Fig. 1 - Foto da antera poricida de flores de mirtilo, em destaque apice da antera com

abertura por onde o podlen é liberado.

20



'~ Anther cone

Fig. 2 - Vibragbes produzidas por uma abelha visitando uma flor polinizada por
vibragdo. Imagem de uma abelha vibrando o cone de antera (em amarelo) de uma flor
semelhante a Solanum com anteras poricidas. Os musculos de voo indireto causam
deformacéo ciclica do térax da abelha que resulta em vibragbes (1). Essas vibracdes
sdo transmitidas ao cone da antera (4) por contato direto com o térax, cabec¢a, abdémen
e, em menor intensidade, as pernas (1-3). As vibracdes também sao transmitidas a
outras partes da flor, incluindo as pétalas e sépalas (5). A abelha vibrante também
transfere energia para o ar circundante que resulta em um componente audivel (som;
6). Embora esse som seja 0 que da nome a esse comportamento (ou seja, sonicacao

ou polinizacao por zumbido), a contribuicdo do componente acustico para o tremor das
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anteras é desprezivel. O pélen é expelido das anteras através das vibrac@es e se adere

as abelhas. Nota: Modificado de Vallejo-Marin, 2019.
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VISITANTES

A formatacgéo segue regras de submissao do Journal of Applied Entomology. Disponivel

em: http://mc.manuscriptcentral.com/jappent

34


http://mc.manuscriptcentral.com/jappent

AVALIACAO DO PAPEL DA MORFOLOGIA FLORAL DE CULTIVARES DE
Vaccinium ashei READE NA INTERACAO COM SEUS VISITANTES
FLORAIS

Manoela SANTANNAZ?; Patricia NUNES-SILVA?'; Marcelo ZAGONEL-OLIVEIRA?
!Laboratério de Ecologia Espacial, Sala 242 E04, Universidade do Vale do Rio
dos Sinos (Unisinos), S&o Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brasil.

Resumo: O mirtilo € amplamente cultivado e caracteristicas especificas das
flores de Vaccinium como a forma e tamanho das flores podem determinar o
sucesso da interagdo planta-polinizador. A morfologia floral das cultivares de
mirtilo plantadas no Brasil ndo foi estudada e seu impacto na polinizacdo ainda
€ desconhecido. Nosso objetivo foi avaliar o papel da morfologia floral na
interacdo com os visitantes florais, ou seja, verificar se a morfologia floral difere
entre as nove cultivares avaliadas e se for o caso, qual a influéncia da mesma
na polinizacdo do mirtilo. Para isso, medimos cinco caracteristicas florais
(diametro da abertura da corola; comprimento da corola; largura da corola;
distancia antera-estigma, comprimento do estilete) em cada flor, 50 flores foram
medidas para cada cultivar, um total de 450 flores, para as seguintes cultivares:
Bluebelle, Bluegem, Britteblue, Climax, Powderblue, Woodard e Delite, em duas
localidades no Rio Grande do Sul (Verandpolis e Guaiba). Para avaliar o impacto
da morfologia floral na polinizagdo, contamos o niumero de graos de pdlen no
estigma das flores. O resultado da Analise de Componentes Principais (PCA)
nos indica que existe um padréo de tamanhos e formas distintas entre as flores
de mirtilo. A MANOVA confirma a diferenca na morfologia floral entre as
cultivares, exceto o didametro da abertura da corola das flores do pomar de
Veranodpolis, onde ndo houve diferenca entre os cultivares. O cultivar Bluegem
apresentou maior numero de graos de pdlen depositados no estigma e obteve o
maior comprimento da corola, menor distancia antera-estigma. Flores com
menores distancias antera-estigma apresentaram maior numero de graos de
polen no estigma, 0 que pode aumentar as chances de autopolinizacdo nas
cultivares que sao autoférteis. Além de maiores aberturas florais em Bluebelle o
gue facilita na coleta de recurso pelo polinizador. A cultivar Delite foi a que
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apresentou as menores medidas nas flores e 0 menor niumero de pélen
depositados no estigma. Com isso observamos que a morfologia floral pode
influenciar na polinizagdo e com base nestes resultados podemos concluir que
Bluegem e Bluebelle sédo cultivares que apresentam caracteristicas favoraveis
para polinizacdo de mirtilo. Em contrapartida Delite apresentoucaracteristicas
que podem ser limitantes na polinizacéo de mirtilo. Até entdo nao haviam estudos
sobre o efeito das caracteristicas florais das cultivares de V. ashei, este € um
estudo pioneiro que mostra o potencial que a morfologia floral tem em impactar

a eficiéncia dos polinizadores na polinizacao do mirtilo.

Palavras-chave: mirtilo; abelhas; polinizac&o; caracteres florais
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Abstract: Blueberry is widely cultivated and specific characteristics of Vaccinium
flowers such as the shape and size of the flowers can determine the success of
the plant-pollinator interaction. The floral morphology of blueberry cultivars
planted in Brazil has not been studied and its impact on pollination has yet to be
known. Our objective was to evaluate the role of floral morphology in the
interaction with the visitors florais, or also, to verify whether the floral morphology
differs between the cultivars and in each case, which is the influence of the same
pollination of the blueberry. For isso, we measured five florais characteristics
(corolla opening diameter; corolla width; corolla length; anther-stigma distance,
stylet length) for the following cultivars: Bluebelle, Bluegem, Britteblue, Climax,
Powderblue, Woodard and Delite, In two localities of Rio Grande do Sul
(Verandpolis and Guaiba). To assess the impact of the floral morphology in
pollination, we count the number of pollen grains of stigma in the flowers. The
result of the Principal Component Analysis (PCA) indicates that there is a pattern
of sizes and different shapes among the blueberry flowers. MANOVA confirms
the differences in the floral morphology between the cultivars, exception the
diameter of the opening of the corolla of the Veranopolis orchard flowers, where
there is no difference between the cultivars. Or cultivar Bluegem appears greater
number of deposited pollen grains, in stigma and greater length of the corolla,
less anther-stigma distance. Flowers with smaller anther-stigma distances
present a greater number of pollen grains in stigma, that may increase the
chances of self-pollination of cultivars that are self-fertile. Also, there are larger
openings florais in some cultivars that facilitate the reach of the pollinator to the
resource. A cultivar Delite apresent to smaller flower sizes and fewer pollen
deposited in stigma. As a result, we observe that floral morphology can influence
pollination. There have been no studies on the effect of the flower characteristics
of cultivars of V. ashei, this is a pioneering study that shows the potential that the
floral morphology may affect the efficiency of pollinators in pollination of the

blueberry.

Keywords: Blueberry; bees; pollination; floral characters
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1 INTRODUCAO

A polinizacao é influenciada por diversos fatores, espécies de plantas
intimamente relacionadas frequentemente exibem grande variacdo na forma e
funcdo das flores (Martén-Rodriguez et al.,, 2009). Fenotipos florais séo
conhecidos pela ligacao direta com a polinizag&o e a interagdo com o polinizador.
Compreendem desde a bioquimica (por exemplo, composi¢do de atrativos e
recompensas, Baker & Baker,1990), caracteristicas fenolégicas (por exemplo,
padrdes de deiscéncia das anteras) e a morfologia floral (Castellanos et al., 2006;
Courcelles et al., 2013; Arrington & DeVette, 2018).

As caracteristicas florais evoluiram para aumentar a transferéncia de
polen pelos visitantes e para impedir os visitantes antagénicos (Stebbins, 1970;
Fenster et al., 2004). Um exemplo de interacdo antagbnica € o roubo de néctar
€ uma interferéncia exploratéria na relagdo mutualista, da planta -polinizador,
pois esta atividade acarreta em consequéncias negativas para a planta e para
os polinizadores que coletam o recurso de forma legitima, pois os danos
causados as flores causam a reducéo ou perda da atratividade floral, levando
assim a mudangas no comportamento e frequéncia dos polinizadores (Irwin et
al., 2010; Garcia et al., 2017; Richman et al., 2017). Desta forma a morfologia
floral interfere diretamente no comportamento do visitante e consequentemente
na sua eficiéncia como polinizador, pois limitacbes impostas pela morfologia
floral podem restringir o acesso as recompensas florais (Courcelles et al., 2013).

Caracteristicas como a forma e o tamanho das flores podem
determinar o sucesso da interacdo planta-polinizador, ou seja, se ocorrera de
fato a polinizacdo (Rech et al., 2014). Isso ocorre porgue o0s visitantes florais
apresentam uma diversidade de tamanho corporal e dependendo do tamanho
ou forma da flor podem tocar ou ndo nas estruturas reprodutivas das flores (Silva
et al., 2014).

O mirtilo se encaixa neste contexto, pois depende da polinizagdo por
abelhas para alcancar uma producdo satisfatéria e produzir rendimentos
economicamente viaveis, com a polinizacdo responsavel por 50-66% da
producdo total de frutas (Gibbs et al., 2016). Além disso, possui inUmeros

cultivares, os quais sao o resultado de reproducao seletiva para rendimento em
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condi¢cdes ambientais particulares, ou seja, sédo hibridos selecionados a partir da
espécie alvo, a fim de selecionar caracteriscas mais viaveis para o cultivo para
aumentar a producao (Evenson & Gollin, 2003). No entanto, essa criagdo pode,
adicionalmente, dar origem a variacdes na morfologia (Courcelles et al., 2013).
As flores de mirtilo apresentam caracteristicas especificas que podem trazer
consequéncias para polinizagdo. A distancia entre o estigma e 0s poros da
antera de onde o pélen é liberado, juntamente com a forma da corola, reduzem
a autopolinizacdo na flor. Pois quando a antera esta deiscente, o polen
geralmente cai fora dela, sem que ocorra a polinizagéo. As anteras circundam o
pistilo, mas na auséncia da visitacdo por insetos, poucos graos de pdlen caem
no seu estigma (Shutak & Marucci, 1966; Ritzinger & Lyrene, 1999; Raseira &
Antunes, 2004; Witter et al., 2014; Arrington & DeVetter, 2018).

A teoria de forrageamento 6timo (Pyke, 1984) que prediz que para que
um individuo obtenha maior taxa de ganho energético, 0s custos energéticos
relacionados com a busca do alimento ndo podem ser maiores que o beneficio
energético das mesmas. Essa teoria € citada por Courcelles et al., (2013) onde
ele a relaciona com a variacdo na morfologia entre os cultivares de mirtilo que
deve influenciar a taxa de visitas por abelhas, bem como sua capacidade de
polinizar esta cultura de forma eficaz. Ou seja, estas limitacfes impostas pela
morfologia floral, podem encorajar o comportamento de coleta de néctar de
forma ilegitima. Pois estas limitacdes podem gerar aos polinizadores um custo
energético maior que o beneficio do recurso alimentar, ao tentar coletar o néctar
por uma abertura floral reduzida. E isso acaba prejudicando a eficiéncia na
polinizacdo e consequentemente a taxa de frutificacéo reduzida e frutos de baixa
qualidade (Courcelles et al., 2013). Por exemplo, o tamanho da abertura do tubo
floral € conhecido por determinar a taxa de visitacdo pelas abelhas o qual € maior
em flores com aberturas do tubo floral maiores (Courcelles et al., 2013). Além
disso, algumas abelhas geralmente tém linguas mais longas do que outras
(Goulson, 2010), assim cultivares de mirtilo com corolas mais longas ou mais
estreitas podem limitar o acesso de determinadas espécies as recompensas de
néctar, aumentando o tempo de manuseio e diminuindo a taxa de aquisi¢cao de
recursos e consequentemente, encorajando o roubo de néctar (Free,1993;
Courcelles et al., 2013).
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O objetivo deste estudo foi determinar se existe diferenca na morfologia
floral entre as cultivares e se for o caso, qual a influéncia da morfologia floral na
polinizacdo do mirtilo. Nossa hipotese é que existe diferenca morfologica nas
flores entre as cultivares e esta difenca pode causar impacto na polinizacdo do
mirtilo, jA& que todas as caracteristicas morfologicas das flores do mirtilo séo
conhecidas por apresentarem limitagOes e restricdes aos polinizadores (Wilson
et al., 2004; Kudo & Harder, 2005; Martén-Rodriguez et al., 2009). Atualmente

nao ha estudos sobre caracteristicas florais em cultivos de mirtilo no Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados primeiramente na FEPAGRO Serra,
localizada em Veranopolis — RS, (28°53'26.77"S- 51°32'46.89"0), (Fig.1) durante
a floracdo do mirtilo, a qual ocorre nos meses de agosto a outubro (Antunes et
al., 2008).

O pomar de mirtilo da FEPAGRO Serra foi implantado durante os anos
de 1995 e 1996, tendo entre 22 a 23 anos. A area do pomar € de 12 m por 23 m
(0,03 ha) e o espacamento entre plantas € de 1 m entre filas de 3 m, com cinco
arbustos para cada cultivar dos quais foram selecionados trés arbustos de cada
cultivar para realizar os experimentos. Neste pomar avaliamos 6 cultivares que
apresentaram floracdo (Bluebelle, Bluegem, Britteblue, Climax, Powderblue,
Woodard), no periodo dos experimentos, que ocorreram entre 19 a 21 de agosto
de 2019.

Um segundo periodo do estudo ocorreu de 02 de setembro a 11 de
outubro de 2019, na propriedade rural Granja Santa Inés, localizada em Guaiba
— RS, (80°7'49.07"S- 51°25'32.67"0), (Fig.1). Esse pomar de mirtilo foi
implementado em 2011 e possui uma area de 6.303 m?, onde 3 cultivares,
Bluegem, Bluebelle, Delite, apresentaram floracdo no periodo de estudo e foram
avaliadas. O pomar possui duas linhas de plantio para cada cultivar, com
espacamento de 1 metro, onde foram estabelecidos um transecto de 20 metros

para cada linha de plantio.
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Fig. 1 - Mapa de localizacdo: América do Sul destacando o Estado do Rio Grande do

Sul em vermelho e mapa do Estado do RS, onde podemos observar a capital Porto

Alegre e as localidades do estudo (Veranopolis e Guaiba).
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2.1 Avaliacao da morfologia floral nos diferentes cultivares de mirtilo

Para realizar as medidas morfolédgicas, 50 flores foram coletadas de cada
cultivar nas duas localidades, totalizando 450 flores. Foram escolhidas a primeira
e segunda flor do apice da inflorescéncia, sem perfuracdo e com a corola
completamente aberta. Esse critério foi utilizado ja que as flores de mirtilo se
abrem primeiramente no &pice da inflorescéncia, de modo a eliminar a idade da
flor como um determinante da variagdo na morfologia entre as cultivares
(Courcelles et al., 2013). Apos a coleta, as flores foram armazenadas em tubo
Falcon 50ml com alcool 95% e mantidas no congelador até que as medicdes
pudessem ser concluidas em laboratorio.

Posteriormente as medidas foram realizadas no Laboratério de Ecologia
Espacial e Laboratério de Morfometria Geométrica, localizado na Universidade
do Vale do Rio dos Sinos, Sdo Leopoldo — RS. Para as medi¢des nas flores
utilizamos estereomicroscopio Leica, com camera acoplada, utilizando LAS
Software V. 4.12.0, 2017.

As inflorescéncias do mirtilo consistem em racemos localizados no terco
final do ramo (Sezerino, 2007). As flores tem a forma de campéanula (Fig. 2A) e
apresentam a corola com pétalas brancas ou cor de rosa (Fig. 2A). Séo flores
perfeitas, ou seja, possuem as estruturas reprodutivas feminina e masculina na
mesma flor, realizam autopolinizacéo (Fig. 2B). Possuem uma corola simpétala
com quatro ou cinco lébulos. Os estames sdo em numero de oito ou dez,
geralmente o dobro do nimero de l6bulos da corola. As anteras tém a forma de
tubos ocos, alongados, com um poro na extremidade, por onde sai 0 pdélen, sao
anteras poricidas (Sezerino, 2007; Witter et al., 2014; Arrington & DeVetter,
2018).

Os seguintes caracteres florais foram medidos para avaliar a variacao
desta forma: diametro da abertura da corola (Fig. 3A); largura da corola (ponto
mais largo (Fig. 3B); comprimento da corola (desde a base do tubo floral até a
abertura da corola) (Fig. 3C). Em seguida, usamos uma tesourinha (Fig. 4B) para
fazer um corte longitudinal na corola para permitir as seguintes medicdes:
distancia entre as anteras e o estigma (Fig. 3D); comprimento do estilete (Fig.
3E), todas as medidas em milimetros (Fig. 3).
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Fig. 2 - Flores de mirtilo e graos de pdlen: (A) flor de mirtilo: (B) flor de mirtilo com corte
longitudinal na corola; (C) graos de pdlen observados em microscépio 6ptico em lamina

corada com fucsina.
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Fig. 3 - Representacdo das medidas morfolégicas das flores de mirtilo: (A) diametro da

abertura da corola; (B) largura da corola (ponto mais largo); (C) comprimento da corola
(base do tubo floral até a abertura da corola); (D) distancia antera-estigma; (E)

comprimento do estilete.
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2.2 Avaliacdo do numero de gréos de pdlen no estigma

Para avaliar o numero de graos de pdlen depositados nos estigmas das
flores dos diferentes cultivares, coletamos 15 botbes florais de cada cultivar, um
total de 135 botdes. Foram escolhidos os botdes no apice das inflorescéncias,
gue foram marcados com linha azul para monitoramento da antese, e, apos 24h,
0os botdes que abriram foram coletados e armazenados em tubo Falcon 50mi
com é&lcool 70% e mantidos no congelador para posterior andlise (Fig. 4A).

Posteriormente, no Laboratorio de Histologia da Universidade do Vale do
Rio dos Sinos, Séo Leopoldo — RS, foi realizada a contagem dos graos de pélen
no estigma. Para isso, preparamos gelatina glicerinada corada com fucsina para
fixacdo dos graos de pélen e montamos laminas (Dafni et al., 2005) (Fig. 4B).
ApoOs a substancia permanecer em refrigerador, a lamina foi aquecida em uma
chapa aquecedora em 40°C e o estigma foi cortado e colocado sobre essa
lamina e pressionado pela laminula (Fig. 4C). Em seguida, com auxilio de um
microscépio éptico, contamos o numero de gréos de polen presentes no estigma

dos diferentes cultivares (Fig. 4D).
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C

Fig. 4 - A) flor com marcacao de linha azul para avaliar grédos de polen no estigma; B)
montagem de |aminas com gelatina-glicerinada corada com fucsina para fixagdo nos
gréos de poélen e materiais de uso; C) lamina aquecida em uma chapa aquecedora em
40°C; D) imagem de graos de pdélen observados no microscépio éptico no momento da

contagem.
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2.3 Anélises

Para todas as andlises estatisticas utilizamos o Software R versdo 3.1.6.
(R Development Core Team, 2020). Reduzimos a dimensionalidade dos dados
usando uma Analise de Componentes Principais (PCA), baseada em Correlacdo
para testar se a partir dos dados, podemos identificar um padrdo de tamanho
nas flores entre os cultivares, apos foi realizado uma analise de Bootstrap
buscando avaliar a significancia dos eixos de ordenacdo. Para analisar se existe
diferenca no conjunto de caracteres florais medidos entre as cultivares
realizamos uma Analise de Variancia Multivariada (MANOVA).

Realizamos MANOVA também comparando os caracteres medidos entre
cultivares que repetiram nas diferentes localidades (Bluegem, Bluebelle), para
avaliar se existe ou ndo variacdo na morfologia floral entre flores de arvores de
locais diferentes, a fim de optar por manter ou ndo as andlises separadas por
localidade.

Apés foi realizado testes de pressupostos de normalidade e
homogeneidade (Shapiro-Wilk; Levene); seguido de Kruskal-Wallis e Post-hoc
(Teste Dunn) ja que dados ndo atenderam aos pressupostos, para cada caracter
medido em relacéo as cultivares, em cada uma das localidades.

Para avaliar se existe diferenca no nimero de gréos de pélen depositados
no estigma entre os cultivares, realizamos 0os mesmos testes mencionados

acima.
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3 RESULTADOS

Ao realizarmos MANOVA comparando os caracteres entre cultivares que
ocorriam nas duas localidades (Bluegem, Bluebelle), ndo houve diferenca na
morfologia de Bluebelle (F = 1.950; df = 1; p = 0.100), mas houve diferenca entre
Bluegem (F = 37.957; df = 1; p = 0.001). Desta forma optamos por realizar todas
as analises separadas por localidade.

3.1 Avaliacdo da morfologia floral para dados coletados em

Verandpolis

A morfologia floral apresentou variagdo de tamanho e forma entre as
cultivares, quando reduzimos a dimensionalidade dos dados através da Analise
de Componentes Principais (PCA). Os dois primeiros componentes explicaram
61% da variancia total dos dados. A andlise de Bootstrap apresentou
significancia dos eixos (p= 0.006) e segue com 0 mesmo padrdo observado no
PCA, ou seja, PC1 relacionado ao tamanho das estruturas florais, PC2 segue
com uma relacdo da variagdo morfolégica com a forma das estruturas florais.

O comprimento do estilete e da corola foram variaveis que apresentaram
correlagdo maior com o PC1l (33.8%), (r= 0.60), (r= 0.64) respectivamente
(Tabela 1). A largura da corola e o diametro da abertura da corola foram as
variaveis que apresentaram uma correlagdo maior com o PC2 (26.9%), (r= -
0.68), (r= - 0.66), respectivamente (Tabela 1). PC3, PC4 e PC5 explicaram
(39.3%) da variacdo dos dados. A distancia antera-estigma apresentou uma

correlagdo maior com PC3 (r=-0.77) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Resultados da PCA, correlacdo das variaveis e eixos de ordenacao,

para as medidas morfologicas das flores de V. ashei, em Veranopolis-RS

Variaveis medidas PC1 PC2 PC3
Diametro Abertura Corola -0.04 -0.66 0.45
Distancia antera-estigma 0.43 -0.19 -0.77

Largura corola 0.17 -0.68 -0.08

Comprimento corola 0.60 0.20 0.37

Comprimento estilete 0.64 0.08 0..23

As cultivares Climax, Britteblue, Powderblue e Woodard apresentaram
flores com menores diametros da abertura da corola e menor comprimento da
corola e estilete (Fig. 5).

Woodard e Bluebelle apresentaram flores com menor largura da corola e
menor distancia antera-estigma (Fig. 5). Bluegem apresentou flores com maior
didmetro da abertura da corola e flores com maiores larguras e comprimento de
corola e estilete (Fig. 5).

A MANOVA indicou diferenca da morfologia floral entre as cultivares (F=
1.470; df= 5; p=0.001). Portanto, a partir das analises foi possivel observar que
existe uma variacdo na morfologia floral entre as cultivares em Veranopolis
(Fig.5).

Para todas as medidas da morfologia floral, os dados n&o apresentaram
distribuicdo normal e homogénea, desta forma optou-se pelo teste Kruskal-
Walllis, seguido de teste Dunn, para observar quais medianas diferiram no
conjunto dos dados.

A partir do teste de Kruskal-Wallis o diametro da abertura da corola nao
apresentou diferenca entre as cultivares (H= 7.534; df=5; p= 0.183) (Tabela 2).
O comprimento da corola foi diferente entre as cultivares (H= 144.86; df=5; p=
0.001), assim como a largura da corola (H= 85.396; df= 5 p= 0.001), distancia
antera-estigma (H= 77.699; df= 5; p= 0.001) e o comprimento do estilete (H=
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102.41; df= 5; p= 0.001) (Fig. 6). O teste de Dunn, indicou quais medianas
diferiram no conjunto de dados e os valores podem ser observados (Tabela 2).
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Fig. 5 - Resultados da (PCA) para as caracteristicas morfolégicas das flores de V. ashei

em Veranopolis- RS. Variaveis morfolégicas medidas: diametro da abertura da corola;

distancia entre antera-estigma,; largura da corola; comprimento da corola; comprimento

do estilete, representadas pelos pontos coloridos e grupos de cultivares representados

pelas diferentes cores, fotos representando cultivares.
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Tabela 2 - Valores da mediana (+ amplitude interquartil). Cada caracter medido
€ representado pela letra mailscula, didmetro abertura da corola (DAC);
comprimento da corola (CC), largura da corola (LC), distancia antera-estigma

(DAE), comprimento do estilete (CE), para as flores de V. ashei em Verandpolis-

RS.

Cultivar DAC CcC LC DAE CE
Bluebelle 257+0.29a 8.74+0.63a 544+062a 226+049a 9.21+094a
Bluegem 271+041a 8.58+0.68a 5.07+0.39b 1.81+0.35b 8.80+x1.07a
Britteblue 257+032a 7.41+049b 5.29+0.43b 220+0.39a 8.04+x049b
Climax 270+043a 7.83+0.56Db 567+044a 1.77+043b 8.34+053a
Powderblue 2.64+0.35a 8.38+x0.63a 549+0.36a 200x044a 864+0.83a
Woodard 265+0.35a 8.54+052a 571+£0.68a 229%x0.33a 830x+044b

Nota: As letras minusculas indicam o resultado a = 0.05 Post-hoc, letras distintas na

mesma coluna indicam diferenga significativa entre as medianas.
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Fig. 6 - Resultados do teste Kruskal-Wallis (a = 0.05) para flores de V. ashei, em
Veranoépolis-RS. (A) distancia antera- estigma; (B) largura da corola; (C) comprimento
da corola; (D) comprimento do estilete. Letras minUsculas distintas indicam diferenca
significativa entre as cultivares, cores representando diferentes cultivares: Bluebelle

(rosa); Bluegem (amarelo); Britteblue (verde); Climax (azul claro); Powderblue (azul
escuro); Woodard (lilas).
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3.2 Avaliacdo da morfologia floral para dados coletados em Guaiba

A morfologia floral apresentou um padréo de variagédo de tamanho e forma
entre as cultivares, quando reduzimos a dimensionalidade dos dados através da
Andlise de Componentes Principais (PCA). Os dois primeiros componentes
explicaram 68% da variancia total dos dados. A analise de Bootstrap apresentou
uma significancia dos eixos de (p= 0.004) e segue com 0 mesmo padrdo
observado no PCA, ou seja, PC1 relacionado ao tamanho das estruturas florais,
PC2 segue com uma relacdo da variacdo morfoldgica com a forma das estruturas
florais.

O didmetro da abertura da corola e largura da corola foram varidveis que
apresentaram correlagdo maior com o PCl (42%), (r = -0.56), (r= -0.56)
respectivamente (Tabela 3). Comprimento da corola e estilete foram as variaveis
gue apresentaram uma correlacdo maior com o PC2 (26%), (r= 0.59), (r= 0.76),
respectivamente (Tabela 4). PC3, PC4 e PC5 explicaram (32%) da variagéo dos
dados. A distancia antera-estigma apresentou correlagdo maior com o PC3 (r=
0.61) (Tabela 3).

A cultivar Bluegem e Bluebelle apresentaram flores com maior
comprimento da corola, largura e estilete (Fig. 7). Bluegem apresentou flores
com maior diametro da abertura da corola (Fig. 7). Delite apresentou flores com
as menores medidas para todos os caracteres (Fig. 7).

A MANOVA indicou diferenca da morfologia floral entre as cultivares (F=
47.531; df= 2; p=0.001). Portanto, a partir das analises foi possivel observar que
existe uma variacdo na morfologia floral entre as cultivares de Guaiba (Fig. 7).

Para todas as medidas da morfologia floral, os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal e homogénea, desta forma optou-se pelo teste Kruskal-
Wallis, seguido de teste Dunn, para observar quais medianas diferiram no
conjunto dos dados.

A partir do teste de Kruskal-Wallis o diametro da abertura da corola
apresentou diferenca entre as cultivares (H= 47.961; df= 2; p= 0.001), assim
como o comprimento da corola (H= 90.616; df=2; p= 0.001), a largura da corola
(H= 61.341; df= 2; p= 0.001), distancia antera-estigma (H= 67.504; df= 2; p=

0.001) e o comprimento do estilete (H= 40.697; df= 2; p= 0.001) (Fig. 8). O teste
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de Dunn, indicou quais medianas diferiram no conjunto de dados e os valores

podem ser observados (Tabela 4).

Tabela 3 - Resultados da PCA, correlagédo das variaveis e eixos de ordenacéo,

para as medidas morfolégicas das flores de V. ashei, em Guaiba-RS

Variaveis medidas PC1 PC2 PC3
Diametro Abertura Corola -0.56 0.13 0.38
Distancia antera-estigma -0.49 0.15 0.61
Largura corola -0.56 0.15 -0.37
Comprimento corola 0.33 0.59 -0.44
Comprimento estilete 0.06 0.76 0.36
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Fig. 7 - Resultados da (PCA) para as caracteristicas morfolégicas das flores de V. ashei,
em Guaiba-RS. Variaveis morfolégicas medidas: diametro da abertura da corola;
distancia entre antera-estigma; largura da corola; comprimento da corola; comprimento
do estilete, representadas pelos pontos coloridos e grupos de cultivares representados

pelas diferentes cores, fotos representando cultivares.
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Para todas as medidas da morfologia floral, os dados n&o apresentaram
distribuicdo normal e homogénea, desta forma optou-se pelo teste Kruskal-
Wallis, seguido de teste Dunn, para observar quais medianas diferiram no
conjunto dos dados.

A partir do teste de Kruskal-Wallis o diametro da abertura da corola
apresentou diferenca entre as cultivares (H=47.961; df= 2; p= 0.001) (Tabela 4),
assim como o comprimento da corola (H= 90.616; df=2; p= 0.001), a largura da
corola (H=61.341; df= 2; p= 0.001), distancia antera-estigma (H= 67.504; df= 2;
p= 0.001) e o comprimento do estilete (H= 40.697; df= 2; p= 0.001) (Fig. 7). O
teste de Dunn, indicou quais medianas diferiram no conjunto de dados e os

valores podem ser observados na (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores da mediana (+ amplitude interquartil). Cada caracter medido
€ representado pela letra mailscula, didmetro abertura da corola (DAC);
comprimento da corola (CC), largura da corola (LC), distancia antera-estigma

(DAE), comprimento do estilete (CE), para as flores de V. ashei, em Guaiba-RS.

Cultivar DAC CC LC DAE CE

Bluebelle 2.94+0.53 a 9.37+0.88 a 6.25+0.59 a 279+057a 9.88+0.59a
Bluegem 2.70+0.40b 9.85+0.51b 547+0.33b 1.93+0.28b 9.62+0.52a
Delite 248+0.29c 7.96+0.59 c 5.86+0.34cC 276+0.28a 9.05+x0.59b

Nota: As letras minusculas indicam o resultado a = 0.05 Post-hoc, letras distintas na

mesma coluna indicam diferenga significativa entre as medianas.
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Fig. 8 - Resultados do teste Kruskal-Wallis (a = 0.05), para flores de V. ashei, em

Guaiba-RS. (A) distancia antera- estigma; (B) largura da corola; (C) comprimento da

corola; (D) comprimento do estilete. Letras minusculas distintas indicam diferenca

significativa entre as cultivares, cores representando diferentes cultivares: Bluebelle

(rosa); Bluegem (verde); Delite (azul).
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3.3 Avaliacdo do numero de gréos de polen depositados no estigma, para
dados coletados de Veranodpolis

Os dados do numero de grdos de pédlen presentes no estigma néo
apresentaram distribuicdo normal e homogénea, desta forma optou-se pelo teste
Kruskal-Wallis, seguido de teste Dunn, para observar quais medianas diferiram
no conjunto dos dados.

A partir do teste de Kruskal-Wallis podemos observar que ocorreu diferenca
no namero de grdos de podlen depositados no estigma das flores entre as
cultivares (H=17.637, df = 5, p= 0.003). Bluegem foi a cultivar que apresentou o
maior numero de graos de pdlen depositados no estigma (ver informacdes de

apoio, Tabela 5).

Tabela 5 - Valores da mediana (mm), para as flores de V. ashei, em

Veranopolis-RS

Cultivar Numero gréaos de polen

Bluebelle 2+11a
Bluegem 30£65hb
Britteblue 15+ 29 ab
Climax 2+10a
Powderblue 7+1l1a
Woodard 10+10a

Nota: mediana (£ amplitude interquartil). Letras mindsculas indicam o resultado Pos-
hoc (Teste Dunn), letras distintas na coluna indicam diferenca significativa entre as

medianas.
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3.4 Avaliagcdo do numero de gréos de p6len depositados no estigma,
para dados coletados de Guaiba

O numero de grédos de poélen presentes no estigma ndo apresentaram
distribuicdo normal e homogénea, desta forma optou-se pelo teste Kruskal-
Wallis, seguido do teste Dunn, para observar quais medianas diferiram no
conjunto dos dados.

A partir do teste de Kruskal-Wallis podemos observar que ocorreu
diferenca no numero de graos de pélen depositados no estigma das flores entre
as cultivares (H=15.02, df = 2, p=0.0005). Bluegem foi a cultivar que apresentou
0 maior niumero de graos de poélen depositados no estigma (ver informacdes de
apoio, Tabela 6).

Tabela 6 - valores da mediana (mm), para as flores de V. ashei, em

Guaiba-RS
Cultivar Numero de gréaos de poélen
Bluebelle 2+4a
Bluegem 8+8b
Delite 1+2a

Nota: mediana (+ amplitude interquartil). Letras minusculas indicam o resultado
Pos-hoc (Teste Dunn), letras iguais, diferenca néo significativa, letras distintas na coluna

indicam diferenca significativa entre as medianas.
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4 DISCUSSAO

Com os resultados podemos observar que houve diferenga na morfologia
floral V. ashei entre as cultivares e um padréo de tamanho e forma foi observado
na analise de PCA.

Para andlises dos dados de Veranodpolis, observamos que ocorreu uma
maior sobreposicdo das varidveis medidas entre as cultivares (Fig. 5). A
sobreposicdo observada entre as cultivares pode ter ocorrido devido a uma
maior similaridade da morfologia floral entre alguns cultivares em comparacao a
outros.

Na analise de PCA Climax, Britteblue, Powderblue e Woodard
apresentaram flores correlacionadas ao menor diametro da abertura da corola
(Fig. 5) (Tabela 1) e obtiveram menor numero de gréos de polen depositados no
estigma (mediana 2<10 gréos de podlen), isso pode ser indicativo de que estas
cultivares ndo apresentam morfologia favoravel para polinizagdo do mirtilo,
exceto Britteblue (Tabela 5). Isso pode ter ocorrido devido ao fato destes
cultivares apresentarem flores correlacionadas ao menor diametro da abertura
da corola e esse fator que pode ter contribuido para reduzir o nimero de graos
de pdélen no estigma. Diametros de abertura da corola reduzidos podem trazer
maiores limitacdes ao acesso as recompensas florais e menores taxas de visita
nas flores, como observado nos resultados de Courcelles et al. (2013) e
consequentemente estas limitacdes podem diminuir a chance de deposicéao de
pélen no estigma (Arrington & DeVette, 2018).

No teste de Dunn, os resultados indicaram que Bluebelle, Bluegem,
Powderblue e Woodard foram as cultivares que apresentaram 0S maiores
comprimentos de corola (8.38 mm < 8.74 mm), (Tabela 2), fator que também
influencia na coleta de recurso floral pela abertura da flor, pois longas distancias
até o nectario dificultam o alcance do polinizador ao recurso alimentar e sem esta
interacdo consequentemente um menor numero de grdos de polen foi
depositado no estigma das flores destes cultivares (Arrington & DeVette, 2018).

Em Guaiba observamos que Bluegem apresentou flores com o maior
comprimento de corola (9.85 mm > 7.96 mm), menor distancia antera-estigma
(1.93 mm < 2.79 mm) (Tabela 4) e o estigma projetado além da abertura floral e

foi a cultivar com o maior numero de graos de pdlen no estigma (mediana de 8>1
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graos de poélen), este resultado nos indica que este cultivar é favoravel a
polinizacdo (Tabela 6). Este resultado pode ter ocorrido porque as flores com um
estigma protuberante podem ter maiores chances de serem expostas a graos de
polen que aderem as abelhas em comparacdo com aquelas com um estigma
dentro da corola (Arrington & DeVette, 2018).

Bluegem e Bluebelle apresentaram os maiores diametros de abertura da
corola (2.70 mm < 2.94 mm), mais um indicativo de que estes cultivares tem um
potencial maior para serem polinizados no mirtilo, respectivamente (Tabela 4).
Para Courcelles et al. (2013) a abertura da corola e a largura maiores podem
permitir mais flexibilidade a corola, influenciando a acessibilidade das partes
florais pelas abelhas A. mellifera, pois as mesmas podem introduzir a cabeca
com maior facilidade pela abertura floral, mesmo que o comprimento efetivo da
lingua das abelhas varie entre 6,4 e 7 mm (Free, 1993) e seja considerado uma
medida curta para alcancar o nectario em alguns tipos de corolas tubulares.
Bluegem apresentou o comprimento da corola com uma mediana de 9 mm
(Tabela 2), mas como a abertura da corola foi maior para este cultivar, mesmo
com corolas mais longas a abelha pode ter conseguido introduzir a cabeca na
abertura da flor pela flexibilidade ocasionada pela maior abertura de flores de
Bluegem, facilitando o alcance da sua lingua até o nectério e isso pode ter sido
suficiente para alcancar o recurso.

Delite foi a cultivar que apresentou o0 menor diametro (2.48 mm < 2.94
mm) e comprimento de corola (7.96 mm < 9.85 mm) quando comparada aos
demais cultivares (Tabela 4) e reduzido nimero de gréos de pélen no estigma
(mediana de 1<8 graos de pdlen), devido a este resultado, esse foi a cultivar que
apresentou baixo potencial de polinizacdo para o mirtilo (Tabela 6). Arrington &
DeVette (2018) apontaram que as cultivares Blue Ribbon, Top Shelf e Cargo,
quando comparados a Duke tinham flores significativamente menores e esse
tamanho reduzido da flor pode resultar em acessibilidade limitada as anteras e
estigmas por abelhas e outros polinizadores. Por sua vez, isso pode reduzir a
polinizacdo e subsequente a frutificacéo, o tamanho da baga e o rendimento das
colheitas, desta forma essas cultivares irdo requerer densidades de estocagem
de abelhas mais altas para uma polinizagao efetiva. Assim como em Courcelles
et al. (2013) onde observaram reducdo da visitagdo de abelhas meliferas (em ~

50%) as flores nas cultivares Draper, Bluecrop e Liberty, quando comparadas
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com Duke, pois todas apresentaram comprimentos de corola menores e
aberturas menores em comparacgéo com a cultivar Duke. As pequenas aberturas
do tubo da corola indicaram que as flores de V. ashei ndo eram passiveis de
polinizacdo por insetos como por exemplo, as espécies de abelhas que nao
conseguem vibrar nas flores (Cane et al., 1993). Em vez disso, as flores de V.
ashei parecem melhor adaptadas para polinizacdo por abelhas que vibram os
musculos do térax, algumas das quais séo nativas dos habitats naturais de V.
ashei. Esses insetos sdo muito eficazes em espécies como mirtilos, cujas flores
liberam poélen através dos poros terminais nas anteras em resposta as vibragdes
causadas pelos musculos do térax de algumas abelhas (Corbet et al., 1988;
Ritzinger & Lyrene, 1999; Arrington & DeVette, 2018).

O numero reduzido de graos de pélen nos estigmas observado como
resultado na maioria dos cultivares em nosso estudo em partes podem estar
relacionados ao grande nimero de polinizadores menos eficientes para o mirtilo,
presentes nos pomares em que avaliamos, pois observamos a taxa de visita dos
polinizadores (dados ainda ndo publicados) onde Apis mellifera, seguido de
Trigona spinipes, foram os polinizadores que mais visitaram as flores de mirtilo.
Desta forma, sugerimos um aumento da densidade de polinizadores mais
eficientes, como por exemplo as abelhas capazes de vibrar os musculos do térax
(Campbell et al., 2017; Campbell et al., 2018), pois sdo capazes de extrair pbélen
de anteras vibrando seus corpos em alta frequéncia (ou seja, polinizagao por
vibracdo). Como por exemplo, as espécies Bombus pauloensis Friese (1913); B.
morio Swederus (1787); Xyocopa hirsutissima Maidl, 1912; X. subcianea Pérez,
1901, e da familia Halictidae (Witter et al., 2014; Sezerino et al., 2017) no cultivo
de mirtilo. Outras estratégias de polinizacdo podem ser necessarias para a
polinizag&o eficaz entre esses cultivares. Para tal, segundo Arrington & DeVette
(2018) a presenca de forragem alternativa para polinizadores nas fazendas é
amplamente ditada pelo sistema de cultivo e pela intensidade do manejo da
fazenda. Além do controle dos agricultores, a diversidade de plantas fora das
areas de cultivo também pode beneficiar os polinizadores com faixas de
forrageamento suficientes. Trabalhos anteriores demonstraram que a
abundancia de abelhas nativas e a riqueza de espécies estdo correlacionadas

com a qualidade da cobertura vegetal ao redor de terras agricolas e praticas de
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gestdo de fazendas locais (Kennedy et al., 2013 citado por Bobiwash et al.,
2018).

Poucos estudos tentaram relacionar as caracteristicas morfolégicas da
flor do mirtilo com a frutificacdo. Eck & Mainland (1971) mediram varias partes
de flores de 35 cultivares de V. corymbosum (highbush) e observaram que a
frutificacdo estava negativamente correlacionada com a distancia entre o
estigma e o poro da antera. A alta frutificacdo também foi associada a corolas
curtas, largas no meio e estreitas na base. Flores com essas caracteristicas
possivelmente foram mais atraentes para insetos polinizadores pela facilidade
de acesso ao recurso alimentar. Corolas com tubos longos e aberturas estreitas
sao tipicos de mirtilos Rabbiteye e podem reduzir a polinizagcdo ao impedir a
entrada das abelhas. A melhoria na forma das flores deve ser possivel, dada a
grande variacdo entre os clones em Rabbiteye para a maioria das caracteristicas
estruturais das flores (Lyrene, 1994; Ritzinger & Lyrene, 1999; Arrington &
DeVette, 2018).

Em nosso estudo a morfologia entre cultivares foi diferente e este € um
dos fatores que podem influenciar na polinizacdo do mirtilo V. ashei. A partir
destes resultados, observamos que as caracteristicas morfolégicas nas flores de
Bluegem e Bluebelle foram favoraveis na polinizacdo, desta forma,
recomendamos incluir essas caracteristicas da morfologia floral nos programas
de melhoramento de cultivares no pais, a fim de buscar uma producdo
satisfatoria para esta cultura.

Seria interessante realizar 0s mesmos experimentos em outras
localidades pois o clima, solo e o trato cultural mudam de uma regido para outra
e isso pode influenciar na morfologia floral e na composicdo da riqueza de
espécies de polinizadores e, consequentemente, na polinizacao deste cultivo. O
gue nos possibilitaria fazer uma comparacao mais ampla entre varias localidades
para continuar buscando alternativas para um cultivo de mirtilo mais eficiente no

pais.
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O EFEITO DO COMPORTAMENTO DAS ABELHAS DURANTE A COLETA DE
RECURSOS FLORAIS NA POLINIZACAO DE MIRTILO (Vaccinium ashei Reade)

Manoela SANTANNA?; Patricia NUNES-SILVA?; Marcelo ZAGONEL-OLIVEIRA?
!Laboratério de Ecologia Espacial, Sala 242 E04, Universidade do Vale do Rio dos
Sinos (Unisinos), Sao Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brasil.

Resumo: Flores de mirtilo possuem corolas em forma de sino, o néctar € muitas
vezes inacessivel para polinizadores, que obtém esse recurso por meio de
perfuracdes na corola. Nosso objetivo foi avaliar o comportamento de coleta de
recurso floral entre cultivares e a influéncia na polinizacdo. Experimentos ocorreram
em duas localidades do Rio Grande do Sul (Veranopolis, Guaiba) nas seguintes
cultivares: Bluebelle, Bluegem, Britteblue, Climax, Powderblue, Woodard, Delite.
Realizamos observac¢des do comportamento dos visitantes florais durante 1 minuto
em cada arbusto (n=3/cultivar) as 11h, 13h e 15, um total de 378 minutos de
observacéo, ou seja, cerca de .6 horas e 30 minutos, durante doze dias. Observou-se
0 numero de roubos de recursos para tal, observamos se a coleta de recurso ocorreu
pela perfuracdo (interpretado como roubo) ou pela abertura floral. Comparamos a
porcentagem de roubos (Kruskal-Wallis) nas flores perfuradas e o numero de graos
de podlen depositados no estigma (Mann-Whitney), para cada cultivar nas flores que
foram perfuradas e nao perfuradas. A frequéncia de roubo pelas abelhas foi
semelhante entre as cultivares (p= 0,238). Em Verandpolis, Powderblue, Woodard,
Bluebelle e Climax apresentaram diferenca no nimero de graos de poélen depositados
no estigma entre flores perfuradas e nao perfuradas, sendo o maior nimero de graos
de polen no estigma de flores que foram perfuradas na corola, jA as cultivares
Britteblue e Bluegem ndo apresentaram diferenca no nimero de graos de pdlen
depositados no estigma entre flores perfuradas e néo perfuradas. Em Guaiba, Delite
apresentou diferengca no numero de gréos de poélen no estigma de flores perfuradas e
nao perfuradas e foi a cultivar que obteve o maior nimero de graos de pdlen no
estigma de flores perfuradas, As cultivares Bluegem e Bluebelle, também avaliadas
nesta localidade, ndo apresentaram diferenga no numero de grdos de pdlen no
estigma de flores perfuradas e nao perfuradas. Flores roubadas tiveram maior

guantidade de graos de polen no estigma. Desta forma o roubo parece nao prejudicar,
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e sim contribuir para a polinizacdo, ja que flores perfuradas pelo roubo de néctar

apresentaram maior quantidade de pélen no estigma.

Palavras-chave: polen; néctar; visitantes florais; polinizacao

Abstract: Blueberry flowers have bell-shaped corollas, the nectar is often inaccessible
to pollinators, who obtain this resource through perforations in the corolla. Our
objective was to evaluate the floral resource collection behavior between cultivars and
the influence on pollination. Experiments took place in two locations in Rio Grande do
Sul (Veranopolis, Guaiba) in the following cultivars: Bluebelle, Bluegem, Britteblue,
Climax, Powderblue, Woodard, Delite. We carried out observations of the behavior of
floral visitors for 1 minute on each bush (n=3/cultivar) at 11:00, 13:00 and 15:00. The
number of resource thefts was observed for this, we observed whether the resource
collection occurred by perforation (interpreted as theft) or by flower opening. We
compared the percentage of robberies (Kruskal-Wallis) in the perforated flowers and
the number of pollen grains deposited on the stigma (Mann-Whitney), for each cultivar
in the flowers that were perforated and not perforated. The frequency of theft by bees
was similar between cultivars (p=0.238). In Verandpolis, Powderblue, Woodard,
Bluebelle and Climax showed differences in the number of pollen grains deposited in
the stigma between perforated and non-perforated flowers, with the largest number of
pollen grains in the stigma of flowers that were perforated in the corolla, whereas
Britteblue cultivars and Bluegem showed no difference in the number of pollen grains
deposited on the stigma between perforated and non-perforated flowers. In Guaiba,
Delite showed a difference in the number of pollen grains in the stigma of perforated
and non-perforated flowers and it was the cultivar that obtained the highest number of
pollen grains in the perforated flower stigma, The cultivars Bluegem and Bluebelle,
also evaluated in this location, showed no difference in the number of pollen grains in
the stigma of perforated and non-perforated flowers. Stolen flowers had more pollen
grains in the stigma. In this way, theft does not seem to harm but contributes to
pollination.

Keywords: pollen; nectar; floral visitors; pollination



1 INTRODUCAO

A relagdo planta-polinizador é considerada um mutualismo porgque a planta se
beneficia do transporte de gametas masculinos realizado pelo polinizador, enquanto
o polinizador se beneficia de uma recompensa (néctar, polen, oleo, fragrancia, etc.)
(Thomson & Thomson, 1992; Mallof & Inouve, 2000). Polinizadores que roubam o
néctar sdo frequentemente descritos como trapaceiros no mutualismo entre a planta
e o polinizador (Darwin 1841, Thompson 1982, Bronstein 1994, Richardson 1995),
porque se presume que eles obtém uma recompensa (néctar) sem fornecer um
servico (polinizagao) (Maloof & Inouve, 2000). Muitas vezes limites no acesso a
recompensas florais podem encorajar o comportamento de roubo de néctar, onde as
abelhas acessam as recompensas ilegitimamente através de buracos na corola,
geralmente sem remocéo ou distribuicdo de pélen, ou seja sem garantir a polinizacao
(Irwin et al., 2010). A morfologia floral é um exemplo disso, pois tem grande
importancia na interacao entre a planta e o polinizador, porque as caracteristicas como
a forma e o tamanho das flores podem determinar o sucesso desta interacdo, ou seja,
se ocorrera de fato a polinizacédo (Rech et al., 2014). Isso ocorre porque 0s visitantes
florais apresentam uma diversidade de tamanho corporal e dependendo do tamanho
ou forma da flor podem tocar ou ndo nas estruturas reprodutivas das flores (Silva et
al., 2014).

Embora a importancia da morfologia floral para as interacfes entre a planta e o
polinizador tenha sido bem estudada em espécies de plantas selvagens, raramente é
o foco de estudo para plantas cultivadas, apesar de ter o potencial de impactar a
produtividade da colheita. Na maioria dos casos, as variedades cultivadas sé&o o
resultado de reproducdo seletiva para rendimento em condicbes ambientais
particulares, ou seja sdo hibridos selecionados a partir da espécie alvo, para
melhoramento genético a fim de selecionar caracteristicas favoraveis para polinizacao
e producédo (Evenson & Gollin, 2003), mas essa criacdo pode, adicionalmente, dar
origem a variagdes na morfologia.

Este € o caso do mirtilo, no qual a variacdo da forma da flor entre os cultivares
acaba impondo limitacbes ao acesso as recompensas florais, encorajando o
comportamento de roubo de néctar através de perfuracdes na corola, realizados por
algumas espécies de abelhas (Irwin et al., 2010; Courcelles et al., 2013). Estas

limitacdes impedem muitas vezes a deposicdo do pdlen no estigma, além disso, o
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nectario encontra-se na base do estilete e para alcanc¢é-los, a abelha deve inserir sua
lingua entre os filamentos (Javorek et al., 2002). Dessa maneira, a morfologia da flor
consequentemente pode interferir na polinizacdo nas flores de mirtilo (Courcelles et
al., 2013; Witter et al., 2014). Comportamentos especificos, como roubo de néctar em
cultivares de mirtilo com pequenos didametros de corola, podem causar danos a flor e
limitar o potencial da flor ser polinizada adequadamente (Courcelles et al. 2013). A
producdo de frutos de alta qualidade por mirtilos também depende muito das
contribuicdes dos polinizadores para produzir rendimentos economicamente viaveis,
com a polinizacdo responséavel por 50-66% da producéo total de frutas (Fulton et al.,
2015; Gibbs et al. 2016; Bobiwash et al., 2017).

Podemos observar alguns exemplos de roubos de néctar, segundo Dedej &
Delaplane (2004), no sudeste dos Estados Unidos, Xylocopa virginica (L.) (Cane e
Payne, 1990) e Xylocopa micans (Lepeletier) sdo visitantes frequentes de pomares
comerciais de mirtilo. Ambos se envolvem no roubo de néctar e sdo considerados
polinizadores ineficazes desta espécie nativa do cultivo. Delaplane (1995)
documentou que 100% das visitas as flores de mirtilo por ambas as espécies resultam
em atos de roubo de néctar. Além disso, os furos de roubo em flores feitos por X.
virginica e X. micans sdo atraentes para as abelhas, Apis mellifera Linnaeus, 1758,
uma espécie comumente introduzida para polinizacdo comercial. Mas estas abelhas
sdo incapazes de fazer furos para roubo, mas visitam prontamente os furos feitos por
Xylocopa spp. e, portanto, agem como ladrdes de néctar secundarios (Delaplane e
Mayer, 2000). Delaplane (1995) mostrou que 92,3% das abelhas A. melliferas foram
observadas roubando néctar na presenca de Xylocopa spp.

Aqui no Rio Grande do Sul no estudo de Silveira et al. (2010) a poliniza¢gédo do
mirtilo foi realizada pela abelha A. mellifera e pelas mamangavas (Bombus sp.). Além
destes, Trigona spinipes (Fabr. 1793), também conhecida como irapua, arapué ou
arapua, uma espécie de abelha-sem-ferrdo, pertencente ao grupo dos meliponineos,
é frequentemente encontrada nas flores causando cortes com suas mandibulas em
flores, folhas e cortigca para construir seus ninhos ou para penetrar nos nectarios de
algumas flores, prejudicando a floragdo (Nogueira Neto, 1962). Além do mirtileiro, T.
spinipes, ja foi relatada causando danos em feijdo-guandu (Cajanus cajan L.), acerola
(Malpighia emarginata D.C.), (Alves et al., 1996) e laranjeira (Citrus spp.) (Marlerbo-
Souza, 1996).



A eficacia da polinizagdo pode variar com base nas diferencas
comportamentais que podem afetar a taxa de entrega de polen as flores e a qualidade
do pélen sendo entregue (Herrera 1987, Javorek et al., 2002, Garibaldi et al., 2011).
Nossa hipdtese neste estudo € que exista diferenca no comportamento de coleta de
recurso floral entre as cultivares, pelos polinizadores e flores que foram perfuradas
roubadas apresentem menos graos de pdolen no estigma, devido a visita ilegitima.
Desta forma, nosso objetivo foi avaliar o comportamento de roubo de recurso floral
pelas abelhas entre as cultivares de mirtilo e qual a influéncia que este comportamento

pode ter na polinizacdo em V. ashei Reade.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados primeiramente na FEPAGRO Serra,
localizada em Veranopolis — RS, (28°53'26.77"S- 51°32'46.89"0), (Fig.1) durante a
floracdo do mirtilo, a qual ocorre nos meses de agosto a outubro (ANTUNES et al.,
2008).

O pomar de mirtilo da FEPAGRO Serra foi implantado durante os anos de 1995
e 1996, tendo entre 22 a 23 anos. A area do pomar é de 12 m por 23 m (0,03 ha) e o
espacamento entre plantas € de 1 m entre filas de 3 m, com cinco arbustos para cada
cultivar ao qual foram selecionados trés arbustos de cada cultivar para realizar os
experimentos. Neste pomar avaliamos 6 cultivares que apresentaram floracao
(Bluebelle, Bluegem, Britteblue, Climax, Powderblue, Woodard), no periodo dos
experimentos, que ocorreram entre 19 a 21 de agosto de 2019.

Um segundo periodo do estudo ocorreu de 02 de setembro a 11 de outubro de
2019, na propriedade rural Granja Santa Inés, localizada em Guaiba — RS,
(30°7'49.07"S- 51°25'32.67"0), (Fig.1). Esse pomar de mirtilo foi implementado em
2011 e possui uma area de 6.303 m2, onde 3 cultivares, Bluegem, Bluebelle, Delite,
apresentaram floracao no periodo de estudo e foram avaliadas. O pomar possui duas
linhas de plantio para cada cultivar, com espacamento de 1 metro, onde foram

estabelecidos um transecto de 20 metros para cada linha de plantio.
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Fig. 1 Mapa de localizagdo: América do Sul destacando o Estado do Rio Grande do Sul em
vermelho, mapa do Estado do RS, onde podemos observar a capital Porto Alegre e as

localidades do estudo (Veranépolis e Guaiba).
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2.1 Observagdes do comportamento de coleta de recurso floral

Para avaliar o comportamento de coleta de recurso floral, observacdes foram
realizadas em Veranopolis entre 20 e 21 de agosto de 2019, e, em Guaiba nos dias
02, 03, 05, 09, 13, 26 de setembro e 07, 08, 10, 11 de outubro de 2019. Foram dias
em que os padrbes climaticos favoreciam a atividade dos polinizadores, dias nao
chuvosos com sol pleno ou parcial, temperaturas acima de 13 °C e vento fraco.

Observamos o comportamento em cada um dos trés arbustos de cada cultivar
em Verandépolis. Em Guaiba, percorremos todo o transecto estabelecido para cada
cultivar. Dois observadores alternavam nas linhas de plantio, para percorrer os dois
transectos de cada cultivar ao mesmo tempo. O observador permaneceu um minuto
em cada arbusto, as observagdes ocorreram em trés periodos do dia (11h, 13h, 15h),
de modo que cada local foi observado tanto pela manhd quanto a tarde, caso
houvesse um viés no tempo de atividade do visitante, realizamos um total de 378
minutos de observacéo, ou seja, cerca de .6 horas e 30 minutos.

. Observamos se as abelhas inseriram a cabeca inteira na flor (interpretado
como uma visita legitima) (Fig. 2A), ou se roubaram o néctar inserindo a cabeca entre

a corola e o ovario inferior (na perfuracéo da corola) (Fig. 2B).

Fig. 2 - Flores de mirtilo V. ashei: (A) abelha coletando o recurso pela abertura da corola (B)
abelha roubando o recurso pela perfuracéo na corola. Fonte: fotos de Patricia Nunes Silva em
flor de mirtilo (Guaiba, 2019).
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2.2 Avaliacdo do numero de grdos de pdélen no estigma em flores
perfuradas e néo perfuradas

Para avaliar o numero de grados de poélen depositados nos estigmas das flores
perfuradas e néo perfuradas nos diferentes cultivares, coletamos 30 flores para cada
cultivar (15 com perfuracbes na corola e 15 sem perfuracbes) em Veranopolis e
Guaiba - RS, um total de 270 flores foram coletadas e armazenamos em tubo Falcon
50ml com élcool 70% mantidos no congelador para posterior andlise.

Posteriormente, no Laboratério de Histologia da Universidade do Vale do Rio
dos Sinos, Sdo Leopoldo — RS, foi realizada a contagem dos graos de pélen no
estigma. Para isso, preparamos gelatina-glicerinada corada com fucsina para fixacao
dos grdos de pdolen e montamos laminas (Dafni et al., 2005). Ap6s a substancia
permanecer em refrigerador a lamina foi aquecida em uma chapa aquecedora em
40°C e foi realizado o corte do estigma e colocado sobre a lamina e pressionado pela
laminula, em seguida com auxilio de um microscépio Optico contamos o nimero de

graos de pélen presentes no estigma dos diferentes cultivares.

2.3 Anélises

Para todas as andlises estatisticas utilizamos o Software R versdo 3.1.6. (R
Development Core Team, 2020).

Para verificar se existe diferenca no comportamento de roubo de recurso floral
entre as cultivares nas diferentes localidades, avaliamos a quantidade de flores que
foram perfuradas (roubadas) e comparamos a porcentagem de roubos entre as
cultivares. Para isso realizamos testes de pressupostos de normalidade e
homogeneidade (Shapiro-Wilk; Levene); seguido de Kruskal-Wallis ja que dados nao
atenderam aos pressupostos de normalidade e homogeneidade.

Para verificar se existe diferenga no nimero de grdos de pélen depositados no
estigma nas flores perfuradas e nao perfuradas para cada uma das cultivares, nas
diferentes localidades, realizamos os mesmos testes de pressupostos mencionados

acima, seguido de Mann-Whitney ja que dados ndo atenderam aos pressupostos.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliagéo do roubo de recurso floral entre as cultivares

A porcentagem de flores roubadas entre as cultivares avaliadas em Veranopolis
nao apresentaram diferenca para o teste de Kruskal-Wallis (H= 8.164; df = 5; p=0.147),
ou seja, as abelhas roubaram o néctar na mesma frequéncia entre as diferentes
cultivares, que apresentaram uma porcentagem de flores roubadas de: Bluebelle
(87%); Bluegem (82%); Britteblue (71%); Powderblue (75%); Woodard (89%), Climax
(73%). Assim como as cultivares avaliadas na localidade de Guaiba, a porcentagem
de flores roubadas foi de: Bluebelle (94%); Bluegem (92%); Delite (95%) e né&o
apresentaram diferenca para o teste de Kruskal-Wallis (H=5.119; df = 2; p= 0.07).

3.2 Avaliacdo do numero de graos de polen em flores (perfuradas e néo

perfuradas na corola) para cultivares em Veranépolis

As seguintes cultivares apresentaram diferenca no nimero de graos de pélen
depositados no estigma entre flores perfuradas e n&o perfuradas na corola,
Powderblue (U =54; df = 1; p = 0.001); Woodard (U = 64; df = 1; p = 0.04); Bluebelle
(U=39; df = 1; p = 0.002) e Climax (U = 20; df = 1; p = 0.001). Todas apresentaram
maior numero de graos de podlen no estigma de flores com perfuracées na corola, ou
seja, flores que foram roubadas (Tabela 1). As seguintes cultivares nao apresentaram
diferenca no numero de graos de pdélen depositados no estigma de flores perfuradas
e ndo perfuradas na corola Bluegem (U = 130; df=1; p = 0.467); Britteblue (U = 73; df
=1;p=0.105), (Tabela 1).
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Tabela 1 - Valores da mediana (mm), para dados do nimero de graos de

polen nas flores de V. ashei, em Veranopolis-RS

Cultivar Flores sem perfuracdo Flores perfuradas
Powderblue 7a 30b
Woodard 10 a 23 Db
Bluebelle 2a 22Db
Climax 2a 32b
Britteblue 15a 32a
Bluegem 15a 3la

Nota: cultivares que apresentaram diferenca no numero de graos de poélen entre flores
sem perfuracdo e perfuradas indicadas com letras minusculas distintas na mesma linha e
letras iguais na mesma linha ndo ha diferenca significativa.
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3.3 Avaliacdo do numero de graos de polen em flores (perfuradas e néo

perfuradas na corola) para cultivares em Guaiba

A seguinte cultivar apresentou diferenca no numero de graos de pdlen
depositados no estigma entre flores perfuradas e ndo perfuradas na corola, Delite (U
=5;df =1; p=0.001) e obteve o maior nimero de gréos de pdlen no estigma de flores
com perfuragbes na corola, ou seja, flores que foram roubadas (Tabela 2). As
seguintes cultivares ndo apresentaram diferenca no numero de grdos de poélen
depositados no estigma de flores perfuradas e néo perfuradas na corola, Bluegem (U
=86; df=1; p = 0.279) e Blubelle (U =111; df = 1; p = 0.965), (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores da mediana (mm), para dados do numero de grédos de pélen

nas flores de V. ashei, em Guaiba- RS

Cultivar Flores sem perfuracao Flores perfuradas
Delite 2a 60 b
Bluebelle 8 a 10 a
Bluegem 8a 10 a

Nota: cultivares que apresentaram diferenga no numero de graos de polen entre flores
sem perfuracdo e perfuradas indicadas com letras minlUsculas distintas na mesma linha e

letras iguais na mesma linha ndo ha diferenca significativa.
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4 DISCUSSAO

Os resultados apontaram que grande parte das visitas foram ilegitimas, ou seja,
as abelhas roubaram o recurso da mesma forma e ndo houve diferenca nesse
comportamento entre as cultivares. No pomar em Veranopolis 0s visitantes roubaram
0 recurso (87%) em Bluebelle; (82%) Bluegem; (71%) Britteblue; (75%) Powderblue;
(89%) Woodard, (73%) Climax, durante as visitas. No pomar de Guaiba os visitantes
roubaram o recurso (94%) em Bluebelle; (92%) Bluegem; (95%) Delite, durante as
visitas. Nos pomares que avaliamos as abelhas foram um dos visitantes mais comuns
do mirtilo Rabbiteye, elas frequentemente roubaram as flores. Observamos Trigona
spinipes cortando as flores como observado em Silveira et al. (2010), mas em nossas
observacdes outras espécies de visitantes cortaram as corolas das flores de mirtilo,
vespas do género Brachygastra e formigas da familia Formicidae.

Todas as cultivares que apresentaram diferenca no niumero de gréos de poélen
no estigma Powderblue, Woodard, Bluebelle, Climax em Veranopolis e Delite em
Guaiba, obtiveram maior nimero de graos de polen depositados no estigma de flores
que foram roubadas (Tabela 1 e 2). Este comportamento de roubo de recurso floral
muitas vezes foi considerado ineficaz para polinizagdo de mirtilo (Cane & Payne,
1993). Assim como em Bobiwash et al. (2018), concluiram que a eficacia da
polinizagéo pode variar com base nas diferengas comportamentais que afetam a taxa
de entrega de pdlen as flores e a qualidade do pdlen sendo entregue (Herrera 1987,
Javorek et al., 2002, Garibaldi et al., 2011). Segundo Courcelles et al. (2013), citado
por Bobiwash et al. (2018) comportamentos especificos, como roubo de néctar em
cultivares de mirtilo highbush que apresentaram pequenos diametros de corola,
podem causar danos a flor e limitar o potencial dela ser polinizada adequadamente.
Mas em nossos resultados observamos que um maior niumero de graos de polen estédo
presentes nos estigmas de flores que foram roubadas, o que nao era esperado pela
nossa hipoétese, ou seja de alguma forma este comportamento esta contribuindo com
a polinizagdo do mirtilo, um resultado muito surpreendente que pode indicar que
visitantes ilegitimos podem estar contribuindo a polinizagédo através das perfuracoes.

Para Maloof & Inouve (2000) ndo se deve presumir automaticamente que o
roubo de néctar pode ser sindbnimo de um efeito negativo na polinizagdo do mirtilo.
Em muitos casos, os polinizadores que roubam as flores também as polinizam, pois

esse comportamento pode ter um efeito indireto sobre o comportamento dos
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polinizadores legitimos e, em algumas circunstancias, a mudanca no comportamento
do polinizador pode resultar em melhor aptiddo por meio do aumento do fluxo de pélen
e cruzamento. Para Tucker et al (2019) as escolhas de forrageamento pelo polinizador
podem néo estar diretamente relacionadas somente com a morfologia da flor mas com
um conjunto de caracteristicas que incluem desde de a morfologia floral, assim como
a atracao por certos cultivares, que por sua vez pode resultar de diferencas no volume
do néctar, concentracdo de acgucar do néctar, pélen ou cor e aromas da flor.

Como observamos em Rodriguez-Saona et al. (2011), citado por Tucker et al.
(2019) em seu estudo selecionaram e ensacaram parte das flores de mirtilo (excluindo
polinizador) e parte ndo foram ensacadas (polinizacdo aberta) para medir os volateis
emitidos, principalmente das pétalas, e as visitas das abelhas a cada tratamento. Eles
descobriram que as flores excluidas do polinizador emitem uma quantidade 46%
maior de volateis do que as flores de polinizacdo aberta, o que sugere que a
polinizacdo teve um efeito significativo nas emissdes de volateis. Eles também
descobriram que, apos a remocédo da rede de excluséo, que as abelhas A. melliferas
e 0s zangOes visitaram aproximadamente duas vezes mais flores nos arbustos
previamente excluidos do polinizador em compara¢do com as visitas aos arbustos
previamente polinizados. As plantas com flores fornecem nutrientes e sinais de odores
para atrair os polinizadores para visita-las minimizando o investimento nesses sinais.
Os polinizadores, por outro lado, maximizam sua absorcdo nutricional das flores,
determinando rapidamente quais flores os recompensam com pélen e / ou néctar.

Rodriguez-Saona et al. (2011) também levantaram a hip6tese de que uma
diminuicdo nas emissdes de odores florais ap6s a polinizacao pode ser adaptativa
tanto para conservar os custos de producdo de odores quanto para reduzir a
probabilidade de atrair polinizadores.

Richardson (2004) também descobriu que em alguns dias o roubo beneficiava
a planta por meio do aumento da disperséo de pélen e em alguns dias nao favorecia.
Heinrich e Raven (1972) também postularam que, com base energética, polinizadores
legitimos podem ser forcados a visitar mais flores quando menos néctar permaneceu
por flor apos o roubo, o0 que pode aumentar ainda mais a deposicéo de gréos de pélen
no estigma das flores.

No entanto, em Tucker et al. (2019) diferentes cultivares receberam os maiores

niveis de corte na corola em diferentes anos e confirmam que fatores além das
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caracteristicas morfologicas de cada cultivar influenciam o corte da corola por algumas
espécies de polinizadores. Por exemplo, as diferencas anuais no clima durante o pico
da floracéo das diferentes cultivares podem afetar a atividade de corte da corola, pois
dependendo da cultivar, e do acumulo de horas de frio do local e do ano de avaliacéo,
o periodo de florescimento pode variar e se a floracao for antecipada pelo acumulo
maior de frio, este periodo pode ndo ser compativel, com o periodo de alimentagéo e
ciclo de vida de alguns polinizadores que muitas vezes apresentam limitacdes a
temperaturas muito baixas.

Os polinizadores mais eficazes, os Bombus sonorus Say, por exemplo,
gastaram menos tempo (embora nao seja significativo) em flores roubadas do que em
flores sem roubo, mas ndo depositaram menos graos de pélen durante as visitas mais
curtas. O sucesso reprodutivo da flor (frutificacdo e namero de tubos polinicos
crescendo no estilete) ndo foi afetado pelo roubo. Assim como observamos em nosso
estudo, as cultivares cujo as flores foram roubadas, tiveram o maior nUmero de graos
de pdlen no estigma. Desta forma estes fatores mencionados acima podem ser uma
explicacdo para esse resultado, ja que um conjunto de fatores além da morfologia
podem afetar diretamente a escolha de forrageamento do polinizador.

Sampson et al. (2004) descobriram que o roubo de néctar por abelhas
carpinteiras contribuiu com 40 tétrades por estigma no mirtilo Rabbiteye e aumentou
a eficicia da polinizacao do roubo subsequente por A. mellifera (Tucker et al., 2019).
Em nosso estudo, abelhas carpinteiras como Xylocopa spp., apresentaram uma
frequéncia de visitas muito baixa, mas em contrapartida A. mellifera foi a espécie com
maior frequéncia (resultados ainda nao publicados), o que pode ter favorecido na
deposicdo complementar de pélen nos estigmas.

No presente estudo, concluimos que a alta frequéncia de roubo de néctar
pode estar associada com a densidade populacional de visitantes como T. spinipes e
vespas do género Brachygastra ja que frequentemente as observamos cortando as
corolas das flores de mirtilo, o que resultou em um grande numero de corolas
perfuradas, estes visitantes sdo conhecidos por realizar cortes nas corolas das flores
(Silveira et al. 2010). Esse comportamento possibilitou que visitantes e polinizadores
tivessem acesso ao néctar de forma ilegitima em grande parte das visitas. Desta
forma, sugerimos que a partir destes resultados, seria importante avaliar o

comportamento das abelhas em outras areas de plantio de mirtilo sem a presenca de
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T. spinipes, a fim de complementar nossos estudos, pois poderiamos investigar mais
detalhes das intera¢cdes comportamentais das abelhas com flores de mirtilo e também

nos possibilitaria destacar caracteristicas que determinam as preferéncias das

abelhas por diferentes cultivares.
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