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RESUMO

Anemofilia é uma condicdo plesiomdfica na familia Cyperaceae. Contudo, ha registros de
insetos visitando flores e atuando como polinizadores em espécies de alguns géneros desta
familia, tais como Rhynhcospora (Vahl.). O objetivo desta tese foi ampliar o conhecimento
acerca do sistema de polinizacdo de espécies de Rhynchospora, investigando morfologica e
filogeneticamente os atributos relacionados a anemofilia, entomofilia e/ou ambos. Para isso,
analisaram-se os diversos atributos florais e morfoldgicos em Rhynchospora, classificando as
espécies em diferentes sindromes de polinizacdo, testamos o papel das bracteas involucrais na
atracéo de insetos e os efeitos ambientais ao longo do tempo e em diferentes localizagdes dos
individuos na acdo dos vetores de pdlen. Além disso, os atributos florais de 79 espécies da
tribo Rhynchosporae foram mapeados em uma reconstrucdo filogenética de Maxima
Verossimilhanga e Inferéncia Bayesiana para entender como estes caracteres surgiram, quais
sdo plesiomérficos e quais sdo derivados no grupo. Verificamos que hd um gradiente de
atributos florais em espécies de Rhynchospora que nos permitem classifica-las em:
anemdfilas (5% das espécies estudadas), quando ndo ha atrativos secundarios; ambofilas
(70%), quando ha tanto atributos anemdfilos quanto atrativos secundérios; e entomofilas
(25%) quando h& apenas atrativos secundarios. Foram registrados e analisados pela primeira
vez odores emitidos pelas flores do género. No geral, as sindromes de polinizacdo
corresponderam aos sistemas de polinizacdo. Dentre os atributos florais mais conspicuos do
género, as espécies que possuem brécteas involucrais brancas atraem primeiro insetos do que
aquelas com brécteas involucrais verdes, indicando que o0s insetos podem enxerga-las
primeiro, havendo uma preferéncia. Contudo, espécies com bracteas involucrais verdes
podem se beneficiar por ter populacdo préxima a estas espécies mais conspicuas, sendo
polinizadas por insetos quando o recurso destas acabam, sugerindo um possivel processo de
facilitacdo. Além disso, verificamos que a participacdo do vento e dos insetos em espécies
ambofilas pode variar temporalmente e espacialmente, havendo maior participacdo do vento
em periodos mais chuvosos e com alta velocidade de vento, e nos individuos localizados na
borda da mata. Os insetos suprem a formacdo de frutos quando ha menor precipitacdo e
menor velocidade do vento. Além disso, 0s insetos sdo os principais vetores de pélen de
individuos de R. cephalotes localizados dentro da mata. Portanto, sugerimos que a ambofilia é
uma sindrome estavel e importante para o sucesso reprodutivo do grupo. Atributos florais
relacionados a anemofilia, como inflorescéncia do tipo panicula, bracteas involucrais verdes,

bracteas florais marrons e estigma bifido sdo plesiomorficos no grupo. Ja atributos



relacionados a entomofilia surgiram de forma independente nos quatro clados da tribo. A
partir deste estudo obteve-se uma visao geral sobre a biologia floral e reprodutiva em espécies
de Rhynchospora, pode-se entender melhor o papel dos vetores de polen, a importancia da
ambofilia e a historia evolutiva do surgimento de caracteres entomofilos. Além disso, esta
tese quebra o paradigma de que Rhynchospora é um género anemofilo, sendo possivel, a

partir deste estudo, classifica-lo como ambdfilo.

Palavras-chave: Ambofilia. Anemofilia. Cyperaceae. Entomofilia. Adaptacdo. Reconstrucéo

ancestral de caracteres. Rhynchospora.



ABSTRACT

The anemophily is a plesiomorphic condition in the family Cyperaceae. However, there are
records of insects visiting flowers and acting as pollinators in species of some genus of this
family, such as Rhynhcospora (Vahl.). The aim of this thesis was to increase the knowledge
about the Rhynchospora species pollination system, investigating morphologically and
phylogenetically the attributes related to anemophily, entomophily and/or both. For this, we
analyzed the floral and morphological traits in Rhynchospora, classifying the species in
different syndromes; also we tested the role of the involucral bracts in the attraction of insects.
Moreover, we analyzed the environmental effects in the contribution of pollen vector to fruit
set of ambophilous species of Rhynchospora over the time and in different locations of the
individuals. In addition, floral traits of 79 species of the tribe Rhynchosporae were mapped
onto a phylogenetic reconstruction of Maximum Likelihood and Bayesian Inference to
understand how these characters appeared, as well as to trace the evolution of significant
reproductive characters in the group. We verified that there was a gradient of floral traits in
Rhynchospora that allowed us to classify them into anemophilous species (5% of species)
when there were no secondary attractions; ambophilous (70%), when there were both
anemophilous attributes and secondary attractions; and entomophilous ( 25%), when there
were only secondary attractions. Scent emission in flowers of the genus was recorded and
analyzed for the first time. In general, pollination syndromes correspond to pollination
systems. Among the most conspicuous floral attributes of the genus, species that have white
involucral bracts attracts insects first than those with green involucral bracts, indicating that
insects can see them first, and prefer them. However, species with green involucral bracts may
benefit from when their specimens are close to a population of these more conspicuous
species, being pollinated by insects when the resource of species with white involucral bracts
ends, being a possible facilitation process. We verified that the participation of the wind and
the insects in ambophilous species can vary temporally, having greater participation of the
wind in wet periods with high wind speed, and in the individuals located in the edge of the
forest. Insects provide fruit formation when there is less rainfall and lower wind speeds. In
addition, insects are the main pollen vectors of individuals of R. cephalotes located inside of
the forest. Therefore, we suggest that amobophily is a stable pollination syndrome and
important for the reproductive success of Rhynchospora. Floral attributes related to

anemophily are plesiomorphic in the group. On the other hand, traits related to entomophily



appeared independently in the four clades of the tribe. From this study we have an overview
of the floral and reproductive biology of Rhynchospora species; we can better understand the
role of pollen vectors, the importance of ambophily and the evolutionary history of the
appearance of entomophilousi characters. This thesis breaks the paradigm that Rhynchospora

Is an anemophilous genus, and, from this study, we can classify it as ambophilous.

Key-Words: ancestral reconstruction of characters. Ambophily. Anemophily. Cyperaceae.

Entomophily. Adaptation. Rhynchospora.



SUMARIO

1 APRESENTAGAO ... ees oo sesse e ee s es s sssenes 11
2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA ... oooeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeeesesesesesessesesesessesesss e sssesssesesesenes 14
P o [T a1 Lo O =L o o | (o WP 14
2. 1.1 ANEMOTTHA. ..ttt ettt e et na s 14
2.1.2 AMDOTIIIA 1. bbb 16
2.2 Adaptacdo a entomofilia €M CYPEIaCEAE .......c.ceeriruiriruirieirieiere ettt 17
2.3 Estudos filogenéticos em rhyNCROSPOIa.........ccecieiiiiiieiececeee ettt 18

3 GRADIENTE DE ATRIBUTOS FLORAIS EM RHYNCHOSPORA (CYPERACEAE):
EVIDENCIAS DE AMBOFILIA E ENTOMOFILIA EM UMA FAMILIA
ESSENCIALMENTE ANEMOFILA ..ottt sassans 20

4 COMPARATIVE FLORAL BIOLOGY OF RHYNCHOSPORA CILIATA (VAHL)
KUKENTH AND R. PUBERA (VAHL) BOECKELER (CYPERACEAE): THE ROLE OF
WHITE INVOLUCRAL BRACTS IN ATTRACTING POLLINATING INSECTS.................. 51

5 INFLUENCE OF ENVIRONMENTAL VARIATION ON THE POLLINATION OF THE
AMBOPHILOUS SEDGE RHYNCHOSPORA CILIATA (CYPERACEAE) .....ccceoiveineiniennne 70

6 GANGORRA NA POLINIZACAO DE RHYNCHOSPORA CEPHALOTES (L.) VAHL.
(CYPERACEAE): INFLUENCIA DA LOCALIZACAO DAS PLANTAS NO PAPEL DO
VENTO E DE INSETOS COMO VETORES DE POLEN........oooiieieieveicieee e 94

7 RECONSTRUCAO ANCESTRAL DOS ATRIBUTOS FLORAIS E REPRODUTIVOS NA
TRIBO RHYNCHOSPOREAE(CYPERACEAE): UMA ADAPTACAO A ENTOMOFILIA?109

8 CONCLUSOES ..o e e e e e e e ee e e e ettt e e et eeeeesesesesesesessaeeseeesesesenasnens 136

REFERENCIAS ...ttt s 137

ANEXO — NORMAS PARA PUBLICAGCAO NOS PERIODICOS .......ccoovveeeirererierieeresinnnn. 141



11

1 APRESENTACAO

Estudos de atributos florais e reprodutivos relacionados a transicdo entre sistemas de
polinizacdo, como da anemofilia para a entomofilia sdo essenciais para o entendimento de
quais caracteristicas podem estar associadas as mudangas necessérias para que haja essa
transicdo, que possibilitam a atracdo de potenciais insetos polinizadores. Em Cyperaceae,
familia caracteristicamente anemofila, ha alguns casos em que se infere que determinadas
caracteristicas, como anteras e bracteas involucrais coloridos, possam atrair insetos, porém
poucos estudos trazem a evidéncia de que estes atributos efetivamente estejam sendo atrativos
e quais vetores de pdlen atuam em plantas com estas e outras caracteristicas.

Neste estudo, utilizando o género Rhynchospora (Vahl), pertencente a familia
Cyperaceae, como modelo, analisamos atributos que estdo relacionados a essa transicao entre
sindromes de polinizacdo envolvendo vetores abioticos e bidticos, incluindo casos também de
ambofilia, uma sindrome intermediaria entre a anemofilia e entomofilia, em que ambos o0s
tipos de vetores contribuem para o sucesso reprodutivo da espécie. Além disso, trazemos
evidéncias da condicdo derivada de atrativos secundarios, associados a adaptacdo a
entomofilia, inclusive casos de espécies predominantemente entomdfilas, comprovando que
esta familia ndo pode mais ser considerada como essencialmente anemofila.

Organizamos a Tese em uma fundamentacdo teorica, e cinco capitulos. Na
fundamentacdo tedrica abordamos aspectos gerais da polinizacdo abidtica, mais
especificamente da anemofilia e ambofilia. Trazemos o estado da arte sobre estudos de
polinizacdo em Cyperaceae e de adaptacdo a entomofilia e de reconstrucdo de estados
ancestrais de caracteres relacionados a polinizacdo em Rhynchospora.

No primeiro capitulo, intitulado “Gradiente de atributos florais em Rhynchospora
(Cyperaceae): evidéncias de ambofilia e entomofilia em uma familia essencialmente
anemofila”, nos exploramos a grande diversidade de atributos florais e reprodutivos que
podem ser encontrados no género Rhynchospora. Apontamos aqueles atributos que estdo
associados a anemofilia, a ambofilia e 0s que podem estar associados a entomofilia, tais como
bracteas involucrais brancas e brécteas florais brancas ou amarelas. Além disso, fizemos o
primeiro registro de emissdo de odor floral incluindo dados da quantidade e composi¢do dos
compostos emitidos por algumas espécies de Rhynchospora. Discutimos como a presenca
desses atributos pode ser importante para a atragdo de insetos polinizadores e analisamos a
visita e o comportamento deles em flores de algumas espécies. Além disso, indicamos a

contribuicdo dos vetores de pdlen, insetos e vento, para 0 sucesso reprodutivo de varias
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espécies do género. Este estudo servird como base e ira auxiliar futuras pesquisas sobre
transicdo entre sistemas de polinizacgdo, particularmente sobre transicdo da anemofilia para a
entomofilia em diversas familias de Angiospermas. Este capitulo sera enviado para
publicacéo ao periddico Annals of Botany (Fator de impacto: 3.982; Qualis — Al).

O segundo capitulo, intitulado “Comparative floral biology of Rhynchospora ciliata
(Vahl) Kukenth and R. pubera (Vahl) Boeckeler (Cyperaceae): the role of white involucral
bracts in attracting pollinating insects”, traz um estudo experimental sobre a importancia das
bracteas involucrais brancas para a atracdo de abelhas. Fizemos uma comparacdo na
quantidade de visitas de duas espécies simpatricas e com morfologia floral bastante
semelhante, Rhynchospora ciliata, que possui bracteas florais brancas, e Rhynchospora
pubera, que possui bracteas involucrais verdes. A partir deste estudo confirmamos que as
bracteas involucrais brancas sdo importantes para a atracdo de insetos polinizadores e que R.
pubera pode se beneficiar na atracdo de insetos por possuir populacdo préxima a R. ciliata,
sendo um possivel caso de facilitacdo. Este artigo foi aceito para publicacdo no periodico
Plant Species Biology (Fator de impacto: 1303; Qualis — B2).

No terceiro capitulo, intitulado “Influence of environmental variation on the
pollination of the ambophilous sedge Rhynchospora ciliata (Cyperaceae)”, analisamos em
periodos secos e Umidos a influéncia de varidveis ambientais, tais como precipitacdo,
umidade, temperatura e velocidade do vento na acdo dos vetores de pdlen para a formacéo de
frutos pelos vetores bidticos e abidticos. Além disso, verificamos se as condigdes ambientais
influenciam na quantidade média de visitas de insetos. Este artigo serd enviado para
publicacdo no periédico Plant Ecology (Fator de impacto: 1.615; Qualis — B1).

No quarto capitulo, intitulado “Gangorra na polinizagdo de Rhynchospora cephalotes
(1) Vahl. (Cyperaceae): influéncia da localizacdo das plantas no papel do vento e de insetos
como vetores de polen”, foi testada a influéncia da localizagdo no ambiente em que individuos
de R. cephalotes se encontram, borda e interior de mata, na acdo e participacdo dos vetores de
polen, vento e insetos. Discutimos as condi¢fes ambientais da borda e do interior de mata e
como eles podem afetar os vetores de pdlen e a importancia da manutencdo da ambofilia nesta
espécie. Este artigo sera enviado ao periodico Ecological Research (Fator de Impacto: 1.338;
Qualis — B1).

Por fim, o quinto capitulo intitulado “Reconstrucdo ancestral dos atributos florais e
reprodutivos na Tribo Rhynchosporeae (Cyperaceac): uma adaptagdo a entomofilia?”,

analisamos nove atributos florais e reprodutivos que estdo associados a anemofilia e
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entomofilia em 79 espécies da tribo Rhynchosporae, o que representa cerca de 20% da tribo,
incluindo a variedade morfoldgica, taxonémica, ecoldgica e geografica da tribo. Neste estudo
foi possivel compreender como os atributos relacionados a entomofilia surgiram e discutimos
a importancia de cada um deles para a polinizacdo das espécies da tribo. Pretende-se enviar
este manuscrito para o Botanical Journal of the Linnean Society (Fator de impacto: 2.523
Qualis - A2).
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Polinizacao abiotica

Polinizacdo mediada por vetores abidticos ocorre em cerca de 20% das Angiospermas,
mas ndo € tdo bem estudada e reconhecida quanto a polinizacdo bidtica (ACKERMAN,
2000). Alguns padrdes servem como base para definigdes gerais da polinizacdo abidtica, tais
como a grande producdo de graos de polen, a exposicao das anteras e estigmas, a redugédo das
partes florais e a natureza dicogamica (separacao temporal dos 6rgdos masculinos e femininos
na flor) das plantas (ACKERMAN, 2000). A polinizacdo abidtica pode ser reconhecida em
trés diferentes sindromes, a anemofilia (polinizacéo pelo vento), epidrofilia (polinizacdo pela
superficie aquatica, no qual o pélen é liberado na agua e flutua até atingir o estigma) e
hidrofilia (polinizacdo sob a 4gua) (FAEGRI; PIJL, 1979; ENDRESS, 1994; ACKERMAN,
2000).

2.1.1 Anemofilia

A polinizacdo pelo vento evoluiu a0 menos 65 vezes nas Angiospermas, a partir de
ancestrais que apresentavam polinizacdo bidtica (LINDER, 1998), sendo observada em 60
familias, representando 16% das Angiospermas (ACKERMAN, 2000). A polinizacdo pelo
vento € muito mais comum do que a polinizacdo pela agua, ocorrendo em 98% das plantas
polinizadas abioticamente (FAEGRI; PIJL, 1979; WILLMER, 2011).

Na polinizacdo pelo vento as correntes de ar irdo transportar os grdos de pdlen a certa
distancia, de uma flor para outra, sendo geralmente considerado um processo localizado e
menos preciso em comparacdo com a polinizacdo bidtica, tendo sucesso apenas em lugares
onde o transporte de pdlen ndo é obstruido por vegetacdo densa e onde muitos individuos de
uma mesma espécie crescem préximos uns dos outros (LEPPIK, 1955; FAEGRI; PI1JL, 1979;
REGAL, 1982; ENDRESS, 1994; BOWKER; CRENSHAW, 2007b). Entretanto, Ackerman
(2000) e Friedman e Harder (2004) afirmam que a anemofilia € um processo direcionado, no
qual a morfologia das inflorescéncias, flores, e muitas vezes bracteas e ramos, interagem com
0 vento de forma complexa para facilitar a polinizacao.

Segundo Bowker e Crenshaw (2007a, b), sob determinadas condi¢bes ambientais,
como céu claro e ventos calmos (préximo de 0 m/s-1), pode haver um campo elétrico entre
cargas negativas na superficie das plantas, concentrados em pontos como na superficie dos
estigmas, e graos de polen dispersos pelo vento com carga positiva, podendo influenciar na

captura do polen no ar. Os mesmos autores afirmam, contudo, que o papel da forca
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eletrostatica na captura do pélen depende das caracteristicas do pélen, como forma, tamanho,
massa e carga, podendo o polen ser atraido de milimetros ou até centimetros de distancia da
planta. Portanto, Bowker e Crenshaw (2007a, b) afirmam ainda que a forca eletrostatica pode
ser importante e até dominante em algumas circunstancias na dispersao, transporte e captura
do gréo de pdlen disperso pelo vento, contudo, sdo as forcas aerodinamica e gravitacional que
governam esse O processo.

Adaptacbes na morfologia das plantas que aumentam a captura do polen devem ter
sido favorecidas pela selecdo natural (BOWKER; CRENSHAW, 2007b), podendo ter
ocorrido, segundo Culley, Weller e Sakai. (2002) devido a falta de insetos polinizadores ao
longo do tempo, colonizacdo de novos habitats ou por alteracBes antrdpicas, tais como a
fragmentacdo de habitat, bem como um ambiente em que fosse possivel a liberagéo,
transporte e deposicdo de graos de pdlen no estigma. Em geral, plantas aneméfilas apresentam
flores unissexuais ou hermafroditas dicogadmicas, perianto reduzido ou ausente, estigmas e
anteras expostos, anteras que dispersam rapidamente gréos de pélen, que sdo pequenos, secos,
sem pollenkitt, e produzidos em grande quantidade, estigma bifido, com grande area
receptiva, nimero reduzido de dvulos e alta razdo pdlen/6vulo (CRUDEN, 1977; FAEGRI;
PIJL, 1979; ENDRESS, 1994; LINDER, 1998; ACKERMAN, 2000; CRUDEN, 2000).

De acordo com Friedman e Barrett (2008), considerando as relagdes filogenéticas,
sugeriram que a anemofilia evoluiu de forma correlacionada positiva com o tipo de habitat
aberto, flores unissexuais, sistema sexual dicogamico, flores com apenas um G&vulo,
relativamente pequenas, e sem néctar. Com relagdo a evolucédo correlacionada com o habitat
aberto, Friedman e Barrett (2008) e Rech et al. (2016) afirmam que ha uma limitacdo do
surgimento da polinizacdo pelo vento em habitats fechados devido a estrutura da vegetacao
circundante. Adicionalmente, segundo Rech et al. (2016), comunidades ricas de espécies, com
vegetacdo denta poderia limitar o transporte de polen e alcangar o estigma de plantas
coespecificas. A correlacdo com flores unissexuais e sistema sexual dicogadmico pode estar
relacionada ao fato de a remocéo e captura de pdlen ser eventos independentes, de forma que
estruturas diferentes sdo necessarias para otimizar a dispersao e captura de pdlen (NIKLAS,
1985; FRIEDMAN; HARDER, 2004; FRIEDMAN; BARRETT, 2008). Além disso, a
dicogamia pode ter sido selecionada ao longo do processo evolutivo evitando a
autofertilizagcdo (FRIEDMAN; BARRETT, 2008).

Friedman e Barrett (2008) encontraram forte evidéncia de que a reducéo do numero de
Ovulos ocorreu apos a evolugdo da polinizacdo mediada pelo vento, sugerindo que esta é uma

adaptacdo a anemofilia. Os autores afirmam que plantas polinizadas pelo vento ndo sao
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capazes de capturar muitos gréos de pdlen e fertilizar muitos 6vulos. Por outro lado, Friedman
e Harder (2004), encontraram uma maior quantidade de polen em estigmas de espécies
anemdfilas, que o nimero de dvulos. Uma explicacdo mais plausivel dada por Friedman e
Barrett (2008) para o numero reduzido de dvulos foi de que a producéo de flores polinizadas
pelo vento é de baixo custo, favorecendo a estratégia de poucos évulos por flor e muitas flores
por planta, ou ainda, carpelos uniovulados poderia ser um mecanismo para aumentar a
competicdo no tubo polinico devido as plantas anemofilas capturarem um grande nimero de
polen interespecifico. Portanto, de acordo com estes autores, a producdo de muitas flores com
menos Ovulos, e a separacdo espacial das flores pode aumentar a probabilidade de capturar os
grdos de poélen intraespecificos.

A correlacdo positiva da anemofilia com flores pequenas e com flores ndo vistosas
indica que a polinizacdo pelo vento evoluiu mais frequentemente em linhagens com flores
destes tipos, e uma vez estabelecidas sdo raramente perdidas. Da mesma forma, o néctar e a
polinizacdo pelo vento evoluiram de forma dependente, estando a auséncia de néctar
correlacionada positivamente, e o néctar sendo perdido mais frequentemente em clados com
representantes anemofilos (FRIEDMAN; BARRETT, 2008).

2.1.2 Ambofilia

A polinizacdo pelo vento pode ocorrer em adicdo a polinizacdo por insetos
(ambofilia), sendo considerado um estagio estavel, intermediario na transicdo para a
anemofilia ou uma adaptacdo para a entomofilia, que é mais rara visto que a polinizacéo pelo
vento frequentemente envolve a reducdo de caracteristicas florais que seriam dificeis de ser
readquiridas (CULLEY; WELLER; SAKAI, 2002). Linder (1998), porém, afirma que a
adaptacdo da anemofilia para a entomofilia pode ocorrer e que andlises filogenéticas sugerem
algumas adaptacbes como na espécie Rhynchospora ciliata (Cyperaceae), estudada por
Leppik (1955) e recentemente por Costa e Machado (2012), que comprovaram o papel das
bracteas involucrais e anteras na atragdo de insetos. Wragg e Johnson (2011), por sua vez,
também demonstraram que houve polinizagdo por insetos em espécies de Cyperus, sendo a
cor das brécteas involucrais uma caracteristica funcional chave para a transicao.

Assim, para a readaptacdo a entomofilia, outras estruturas, como as bracteas
involucrais e anteras, podem assumir o papel na atracdo de insetos sem que caracteristicas
antes perdidas sejam readquiridas. Contudo, o estabelecimento da ambofilia pode ser mantido
apenas quando a combinacdo dos vetores, vento e insetos, resultam em maior formacéo de
frutos do que cada sistema de polinizacdo independente (CULLEY; WELLER; SAKAI,
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2002). Esta condicdo foi observada em Rhynchospora ciliata, sendo a ambofilia considerada
uma estratégia que resulta em aumento do sucesso reprodutivo da espécie (COSTA;
MACHADO, 2012).

Entretanto, de acordo com analise filogenética de Linder (1998), mesmo plantas que
apresentam caracteristicas anemdofilas, tais como numerosas e pequenas flores, sem perianto
ou com perianto reduzido e com pdlen seco, podem ser também ser visitadas por insetos.
Porém, o mesmo autor ainda discute que, embora estas flores sejam visitadas e polinizadas
por insetos, grande quantidade de polen é dispersa pelo vento e, se por alguma razdo a
polinizagdo por insetos ndo ocorrer, a presenca de atributos para a polinizagdo pelo vento,
mesmo ao custo de uma polinizacdo bidtica efetiva, constituiria uma vantagem seletiva. Dessa
maneira, caracteristicas que fazem a anemofilia mais eficiente podem néo ser exclusivas para

a polinizacao pelo vento.

2.2 Adaptacdo a entomofilia em cyperaceae

Apesar de a familia Cyperaceae ser caracteristicamente anemofila, estudos
demonstraram que algumas espécies podem apresentam caracteristicas que podem atrair
insetos polinizadores, tais como a presenca de bracteas involucrais brancos ou amarelos,
anteras coloridas, brancas, amarelas ou azuis (LEPPIK, 1955; THOMAS, 1984,
DAHLGREN; CLIFFORD; YEO,1985; RAMOS; FONSECA, 2006; WRAGG; JOHNSON,
2011; COSTA; MACHADO, 2012). Em Rhynchospora ciliata, Leppik (1955) considerou que
as bréacteas involucrais formavam uma corola secundéria, havendo tendéncia a reducdo do
nimero de brécteas involucrais, com a degeneracdo de alguns para pequenas brécteas,
formando uma simetria actinomorfa, especialmente adaptada para a populacdo rica de insetos
tropicais. Costa e Machado (2012) observaram que, tanto as bracteas involucrais quanto as
anteras de R. ciliata refletem luz ultravioleta, visivel para as abelhas polinizadoras desta
espeécie, tendo os hipsofilos e as anteras brancas a funcdo de atrair esses insetos a longa e a
curta distancia, respectivamente. Além disso, Magalhées et al. (2005) e Wragg e Johnson
(2011) verificaram que espécies de Eleocharis e Cyperus, respectivamente, emitem volateis
organicos, que podem estar associados a reversao da anemofilia para a entomofilia na familia.

Entretanto, Thomas (1984) observou abelhas visitando outras espécies do género
Rhynchospora com bréacteas involucrais verdes ou reduzidos, e afirmou que espécies desse
género com atributos como poblen pegajoso, anteras brancas, expostas verticalmente,
inflorescéncias congestas, flores estaminadas, concentrando recurso em um local, facilitando

0 contado do inseto com o estigma enquanto coleta polen, podem garantir a visita regular de
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muitos insetos. Neste contexto, Linder (1998) afirma que existem diferentes caminhos para a
adaptacdo a entomofilia e que é necessaria uma andlise das diferentes estruturas que poderiam
funcionar como atrativos e recompensa para os polinizadores, podendo ser um indicativo da

plasticidade morfologica e evolutiva das Angiospermas.

2.3 Estudos filogenéticos em rhynchospora

Rhynchospora é um género cosmopolita com ca. de 250 espécies distribuidas nas
regides tropicais e temperadas do mundo, com maior concentra¢do no continente americano
(GUAGLIANONE, 2001). E considerado o género de Cyperaceae de maior riqueza no Brasil,
com 157 espécies, das quais 40 sdo endémicas (LUCENO; ALVES; MENDES, 1997;
ALVES et al., 2009; CNIP, 2009).

Estudos filogenéticos moleculares da familia Cyperaceae, Muasya et al. (1998, 2000)
apontam uma relagdo proxima entre os géneros Rhynchospora e Pleurostachys, que juntos
forma a tribo Rhynchosporeae, e indicaram que eles formam um clado, separado de todos os
outros géneros. Em um estudo filogenético molecular com a tribo Rhynchosporeae, que inclui
ambos o0s géneros, Thomas, Araujo e Alves (2009) realizaram uma analise preliminar
utilizando 41 espécies de Rhynchospora e trés de Pleurostachys e sugerem a partir das
reconstrugdes obtidas que o género Pleurostachys esta dentro do género Rhynchospora.

Thomas (1984) realizou um dos primeiros estudos relacionando atributos florais de
Rhynchospora a filogenia. Segundo o autor (THOMAS, 1984), as bracteas involucrais
brancas no género surgiram pelo menos cinco vezes de forma independente. Dois estudos
recentes realizaram andlise de reconstrugdo ancestral de carater em Rhynchospora utilizando
filogenias geradas a partir de dados moleculares. Lucero et al. (2014) realizaram reconstrucdo
ancestral em 9 espécies de Rhynchospora utilizando atributos que consideraram importantes
para a evolugdo das flores e inflorescéncias do género, tais como nimero de brécteas florais
estéreis, numero de estames em flores bissexuais, presenca de perianto, comprimento do
estilete, ramificacdo do estigma, e taxas relativas de exposicdo de anteras e estigmas. Assim,
estes autores verificaram que caracteristicas das flores e espiguetas suportam a diversificagéo
de varias linhagens. Além disso, nas flores bissexuais no qual o androceu se desenvolve mais
rapido que o gineceu pode ser um importante passo para a transi¢ao do sistema de polinizacéo
pelo vento para a polinizacdo por insetos (LUCERO et al., 2014).

Buddenhagen, Thomas e Mast. (no prelo), realizaram uma analise de reconstrucéo
ancestral da tribo Rhynchosporae (Rhynchospora + Pleurostachys) utilizando 79 espécies,

englobando assim 20% da tribo, e toda variacdo morfoldgica, taxondmica, ecoldgica e
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geogréfica. Neste estudo (BUDDENHAGEN, THOMAS E MAST, no prelo) caracteres
florais conspicuos que poderiam ser atrativos foram mapeados em uma arvore filogenética
datada. Buddenhagen, Thomas e Mast. (no prelo) verificaram que os atributos conspicuos
surgiram multiplas vezes na tribo e que ndo houve correlacdo entre o surgimento destes

caracteres com o tipo de habitat em que as espécies ocorrem
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RESUMO

Contexto e objetivos: Atributos florais, como cores e odores, sdo estratégias evolutivas
utilizadas pelas plantas para atrair animais polinizadores e que estdo ausentes em grupos
essencialmente anemofilos, como Cyperaceae. Em espécies de Rhynchospora, contudo,
existem evidéncias de insetos como visitantes florais, o que sugere a existéncia de atributos
florais relacionados a atracdo de insetos polinizadores. Nosso estudo teve como objetivo
classificar as espécies em diferentes sistemas de polinizacdo a partir dos atributos florais e
verificar os vetores de polen de representantes do género Rhynchospora.

Métodos: Foram analisadas 16 espécies de Rhynchospora com relacdo a morfometria de
inflorescéncias e flores, processo de antese, cores das bracteas involucrais e florais, emisséo
de volateis, quantidade e comportamento de visitantes florais e sistema reprodutivo.
Resultados chave: A partir dos atributos florais, observacfes de campo e analise dos sistemas
reprodutivos, as espécies de Rhynchospora foram classificadas como anemofilas, ambofilas e
entomofilas. Espécies dotadas de inflorescéncias do tipo panicula, insconspicuas e
amarronzadas, tais como R. dissitispicula, foram consideradas anemofilas e ndo foram
visitadas por insetos, sendo o vento o Unico vetor de poblen. Espécies com atributos
considerados atrativos, como brécteas florais laranjas, amarelas, ou brancas ou bracteas
involucrais verdes e brancas, mas também apresentando caracteristicas morfoldgicas
anemdfilas (R. alba, R. barbata, R. cephalotes, R. ciliata, R. elatior, R. globosa e R. pallida,
R. pubera) foram classificadas como ambdfilas, e, no geral, foram polinizadas tanto pelo
vento quando por insetos. Ja as espécies entomofilas ndo apresentam atributos anemofilos (R.
albiceps, R. consanguinea, R. latifolia, R. speciosa) sendo polinizadas exclusivamente por
insetos. Com excecdo de R. barbata, a emissdo de volateis florais foi verificada em todas as
espécies, sendo este um registro inédito para o género. A morfologia floral foi essencial para
distinguir espécies anemofilas de ambofilas e das entomdfilas (P<0.05), e diferencas de
composicao e quantidade de compostos emitidos permitiram diferenciar espécies anemofilas
de ambdfilas (p<0.05).

Conclus6es: Os diferentes atributos florais presentes de forma gradual em diferentes espécies
levam a distintos sistemas de polinizacdo em Rhynchospora, sendo caracteristicas essenciais

para a atuacao dos vetores de pdélen no género, tais como vento, insetos ou ambos.

Palavras-chave: anemofilia, ambofilia, entomofilia, atratividade, polinizagdo, Rhynchospora,

transicéo.
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INTRODUCAO

As angiospermas apresentam flores com grande variedade de atributos, tais como
cores e odor, que podem ser consideradas estratégias adaptativas essenciais para 0 Sucesso
reprodutivo, e que determinam quais vetores de polinizacdo atuam, sejam eles bidticos, como
insetos, aves, morcegos, ou abioticos, como a agua e o vento (Faegri e Pijl, 1979; Endress,
1994; Dafni et al., 2005). Animais polinizadores sdo primeiramente atraidos para as flores
pela cor ou odor (Endress, 1994; Proctor et al., 1996; Roy e Raguso, 1997) e, dessa maneira,
determinados grupos de animais visitam flores que possuem um conjunto de atributos florais
relacionados com os seus sentidos visual e/ou olfativo (Leppik, 1955; Faegri e Pijl, 1979;
Endress, 1994; Fenster et al., 2004; Chittka e Raine, 2006).

Em alguns grupos de angiospermas ocorreu um processo de transicdo da polinizacéo
bidtica para polinizacdo abiética, e caracteristicas florais que antes tinham funcéo atrativa
foram reduzidas ou perdidas (Leppik, 1955; Whitehead, 1983; Linder, 1998; Ackerman,
2000; Culley et al, 2002). A polinizacdo pelo vento pode ter sido favorecida pela falta de
insetos polinizadores ao longo do tempo, devido a colonizacdo de novos habitats ou por
alteracOes antrdpicas, tais como a fragmentacao de habitat, ambientes com bastante vento em
que fosse possivel a liberacdo, transporte e deposicdo de grdos de pélen no estigma por este
vetor de pdlen (Cox, 1991; Culley et al. 2002; Mangla e Gupta, 2015). Desta forma, atributos
florais que favoreceram a polinizacdo pelo vento e a reducdo dos custos energéticos
associados a atragdo de polinizadores foram selecionados. Em geral, plantas anemofilas
apresentam flores inodoras, com perianto reduzido ou ausente, estigmas e anteras expostos,
anteras com mecanismo de deiscéncia explosivo, grdos de pdlen pequenos, secos, sem
pollenkitt e produzidos em grande quantidade, estigma bifido, com grande area receptiva,
namero reduzido de dvulos e alta razdo poélen/évulo (Cruden, 1977; Faegri e Pijl, 1979;
Endress, 1994; Ackerman, 2000).

Diversos estudos tém registrado casos de adaptacdo da anemofilia para entomofilia,
como em representantes do género Rhynchospora, Cyperus e Eleocharis, pertencentes a
familia Cyperaceae (Leppik, 1955; Dahlgren et al., 1985; Linder, 1998; Magalhées et al.,
2005; Wragg e Johnson, 2011; Costa e Machado, 2012; Costa et al., em prep.; capitulo 5
desta tese). Nesta familia, 0 género Rhynchospora apresenta uma variedade de atributos que
podem estar relacionados a adaptacdo a entomofilia, como brécteas involucrais brancas
(Leppik, 1955; Linder, 1998; Costa e Machado, 2012), bracteas florais brancas (Magalh&es et
al., 2005; Costa e Machado, 2012), e anteras coloridas (Leppik, 1955; Dahlgren et al., 1985).
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Desta forma, partes florais com fungédo atrativa que foram perdidas ndo séo recuperadas
(Linder, 1998; Culley et al., 2002), mas estruturas ja presentes neste grupo, como as brécteas
involucrais e florais, podem adquirir funcéo na atracao de animais polinizadores.

Rhynchospora, o terceiro maior género da subfamilia Cyperoideae com
aproximadamente 354 espécies (Strong, 2006), apresenta grande variagdo no tipo de
inflorescéncia, morfologia das espiguetas e flores e nos sistemas de polinizacdo (Lucero et al,.
2014; Costa et al., em prep.; capitulo 4 desta tese). Deste modo, é necessaria uma analise das
diferentes estruturas em distintas espécies que podem funcionar como atrativos e recursos
para os polinizadores para entender as diferentes rotas para a adaptacdo a entomofilia (Linder,
1998; Costa et al., em prep.; capitulo 2 desta tese).

O presente estudo teve como objetivo analisar os atributos florais e o sistema
reprodutivo de representantes do género Rhynchospora, com objetivo de entender a relacéo
desses aspectos morfoldgicos e reprodutivos com diferentes estratégias de polinizacdo. A
partir deste estudo foi possivel delimitar atributos relacionados as sindromes de polinizacao,
como anemofilia, ambofilia e entomofilia em Rhynchospora. Desta forma, este estudo pode
servir como base para estudos de sindromes de polinizacdo de espécies pertencentes a familias

essencialmente anemdfilas, mas que possuem representantes que séo visitados por insetos.

MATERIAL E METODOS

Locais de estudo e espécies estudadas

Os trabalhos de campo foram realizados em seis areas localizadas em trés diferentes
ecossistemas: i) Floresta Atlantica, em trés remanescentes, um localizado no Parque Estadual
Dois Irmé&os (8°7” S, 34°52° W), um no Jardim Boténico do Recife (08°04° S, 34°59” W) em
Recife, Pernambuco, Brasil e outro na Reserva Bioldgica de Guaribas (6° 43'S, 35° 8' W),
em Mamanguape, Paraiba, Brasil; ii) Campo Rupestre, area natural nos arredores do campus
da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (18°11' S, 43°34' W), em
Diamantina, Minas Gerais; e iii) Floresta de Pinus, no Parque Nacional de Apalachicola,
préximo a Tallahassee, Estado da Flérida, e na Pineland National Reserve, no estado de Nova
Jersei, EUA. As observacdes de campo e analises foram realizadas entre abril de 2013 a
novembro de 2016.

Foram estudadas 16 espécies de Rhynchospora, as quais estdo listadas na tabela 1,
junto com os ecossistemas onde foram estudadas. Espécimes-testemunhos das espécies foram

coletados, identificados, herborizados e depositados nos herbarios UFP Geraldo Mariz, para
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as amostras coletadas no Brasil, e no herbario William and Lynda Steere do Jardim Botanico
de Nova York, para as amostras coletadas nos Estados Unidos. Para 11 espécies foram
realizadas analises referentes & toda metodologia descrita abaixo, como analise das
caracteristicas florais, sistema de polinizacéo e frequéncia de visitantes florais, fluxo polinico
e andlise de caracteristicas do polen. Contudo, para as trés espécies estudadas nos Estados
Unidos (R.alba, R. pallida e R, latifolia), fizemos analises de morfometria, razdo pélen/évulo
e observacdes de visitantes florais. E, em Diamantina, para as espécies Rhynchospora

riedeliana e Rhynchospora sp. foi possivel analisar a morfologia e volateis florais.

Caracteristicas florais
Morfometria floral e antese

Para andlise da morfometria, 10 inflorescéncias e flores de individuos diferentes de
cada uma das 16 especies foram coletadas e fixadas em alcool 70%. O tipo de inflorescéncia
de cada espécie foi definido como: a) panicula de espiguetas, b) capitulo parcial de espiguetas
ou c) capitulo Unico de espiguetas (adaptado de Lucero e Vegetti, 2012). Para cada espécie,
foram monitoradas cerca de 10 inflorescéncias com botdes em pré-antese para analise do
processo de antese e horéario e duracdo da receptividade estigméatica. As observacdes
comegaram no inicio da manhd, antes do processo de antese iniciar, as 0600 h e terminaram
no momento em que as flores observadas ndao estavam mais funcionais, com horario variado,
de espécie para espécie (das 1200 as 1500 h). A receptividade estigmatica foi investigada em
20 flores de individuos diferentes para cada espécie, 10 flores no inicio da antese, e 10 flores
no final da antese usando peréxido de hidrogénio, que reage com o tecido em atividade
produzindo bolhas (Dafni et al., 2005).

Atrativos secundarios: cores e odores

Foram feitas medidas das espiguetas e partes florais, contado o numero de flores e
analisada a sexualidade das flores.As brécteas involucrais, bracteas florais e anteras foram
categorizadas de acordo com as cores que apresentaram.

Para as espécies estudadas no Brasil, 10 inflorescéncias e flores de individuos
diferentes foram imersas em solucdo de vermelho neutro (1:1000) e lavadas em &gua corrente
para detectar e localizar possiveis osmoforos (glandulas de cheiro) (Vogel, 1990).

A técnica de extracdo por “headspace” dindmico (ver Détterl e Jirgens, 2005) foi
escolhida para amostragem de compostos volateis (VOCs) emitidos durante o periodo de

antese por inflorescéncias e flores das seguintes espécies: Rhynchospora albiceps, R. barbata,
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R. cephalotes, R. consanguinea, R. dissitispicula, R. elatior, R. globosa, R. setigera, R.
speciosa R. riedeliana e Rhynchospora sp.

Foram coletadas de duas a cinco amostras de inflorescéncias e os controles (material
vegetativo e ar ambiente) para cada espécie. Para cada amostra coletada, dez inflorescéncias
(paniculas ou capitulos) foram encobertas, por pelo menos uma hora, em um saco de
polietileno. Os volateis emitidos retidos dentro do saco foram entdo capturados por 15
minutos em chromatoprobes com auxilio de uma bomba de vacuo (G12/01 EB, Rietschle
Thomas, Puchheim, Germany).

As amostras coletadas foram analisadas através de cromatografia gasosa —
espectrometria de massa (GC-MS) em um sistema quadrupolo Agilent 5975C Series
GC/MSD (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com uma coluna apolar DB-5
(Agilent J&W; 60 m x 0.25 mm d.i., 0.25 um espessura da pelicula). Para cada amostra, uma
aliquota de 1,0 pl foi injetada em modo splitless. A temperatura do GC foi ajustada em 40 °C
por 2 min, entdo aumentada em 4 °C min™ até 230°C e mantida por 5 min. O fluxo de hélio
foi mantido em pressdo constante de 7,0 psi. A interface do MS foi definida em 230 °C e 0s
espectros de massa registrados em 70eV (em modo EI) com uma velocidade de escaneamento
de 0,5 scan-s de m/z 40-350. Os compostos foram identificados a partir de comparacéo de
seus espectros de massa e tempos de retencdo aos padrGes auténticos disponiveis nas
bibliotecas de referéncia MassFinder 4, NIST08 e Wiley Registry™ 9th Edition, integradas ao
software Agilent MSD Productivity ChemStation Agilent Technologies, Palo Alto, EUA). As
andlises referentes a composicdo e quantidade de compostos produzidos pelas espécies se
encontram no subtodpico abaixo.

Sindromes de Polinizacao

Com base na presenca/auséncia de atrativos secundarios das flores e inflorescéncias,
as espécies de Rhynchospora foram classificadas nas sindromes de polinizacdo, anemofilia,
ambofilia e entomofilia. Os atributos considerados para esta classificacdo foram o tipo de
inflorescéncia, as cores das bracteas florais e involucrais, cor das anteras e os volateis florais
emitidos.

Espécies anemdfilas foram consideradas como aquelas que apresentaram
caracteristicas morfoldgicas tipicas de plantas com esta sindrome, descrita por Faegri e Pijl
(1979). Para diferenciar espécies ambofilas das anemofilas e entomofilas foi utilizado o
critério de que nessas espécies, embora existam atributos morfoldgicos caracteristicos da

anemofilia, elas apresentam atrativos secundarios relacionados com a atracdo de vetores
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bidticos. J& as espécies consideradas predominantemente entomdfilas foram aquelas que
apresentaram os atrativos secundarios e auséncia de atributo aneméfilo.

Apos a classificacdo das espécies de acordo com seus atributos florais foi calculado o
indice de dissimilaridade de Bray Curtis e baseado nessa matriz foi realizada uma anélise de
NMDS (Escalonamento multidimensional ndo métrico) utilizando como fatores as espécies e
as sindromes de polinizacdo de cada espécie. Possiveis diferencas entre atributos florais de
espécies de diferentes sindromes de polinizacdo (anemofilia, ambofilia e entomofilia) foram
testados a partir de uma ANOSIM, considerando 0=0.05.

Além disso, os volateis emitidos pelas flores e inflorescéncias das espécies de
Rhynchospra foram analisados quanto a possiveis diferengas entre a composicdo e quantidade
de compostos emitidos entre espécies de diferentes sindromes de polinizacdo. Para isso, 0s
dados de quantidade de emissdo de cada composto de cada espécie foram transformados em
porcentagem e posteriormente em raiz quadrada para normalizagdo dos dados. O indice de
dissimilaridade de Bray Curtis foi calculado e, baseado nessa matriz, foi realizada uma anélise
de NMDS utilizando como fatores as espécies e as sindromes de polinizacdo de cada espécie.
Possiveis diferencas entre os compostos e quantidade dos compostos produzidos entre as
espécies e entre espécies de diferentes sindromes de polinizagdo foram testados a partir de
uma ANOSIM, considerando o=0.05. Ambas as analises foram realizadas no programa
Primer 6.0.

Sistema de polinizagéo

Os experimentos para determinar qual o sistema de polinizagéo, a fim de entender a
contribuicdo de cada um dos vetores de polen (abidticos e bidticos) para a formacao de frutos,
feitos exclusivamente com 11 espécies estudadas no Brasil, a partir da exclusdo de vetores,
seguindo protocolos descritos em Costa e Machado (2012). Entre 10 a 15 inflorescéncias de
individuos diferentes de cada espécie foram utilizadas nos seguintes tratamentos: (1)
autopolinizacdo espontanea (AE) - inflorescéncias foram encobertas com papel semi-
impermeéavel, evitando a polinizacdo pelos dois vetores, vento e insetos; (2) polinizacdo pelo
vento (PV) - inflorescéncias foram ensacadas com tecido cuja malha tinha abertura que
impedia o acesso de insetos, mas permitia a passagem dos graos de pélen, os quais haviam
sido previamente medidos; (3) polinizacdo natural (controle) (PN), inflorescéncias foram
deixadas expostas em condigdes naturais para serem polinizadas por ambos os vetores de
polen, bioticos e/ou abidticos. Comparando (1) com (2) pode-se inferir a participacdo do

vento, e (3) com (2) e (1) a participagdo dos insetos no sucesso reprodutivo. Foi realizado



27

teste Qui-quadrado para verificar possiveis diferencas entre os tratamentos de uma mesma

espécie, levando em consideracdo a=0.05.

Visitantes florais, fluxo polinico e polen

Dentre as espécies que apresentaram visitas de insetos, tanto as espécies observadas no
Brasil como nos EUA, a quantidade de visitas e 0 comportamento de cada animal polinizador
foram monitorados. Para isso, foi delimitado o espaco de 1m? com agrupamento de individuos
de cada espécie e as observacdes foram realizadas durante o periodo de antese. Para as
espécies estudadas no Brasil foram feitas cerca de 30 horas de observacao para cada espécie,
das 0700 — 1500 h. Para as espécies observadas nos Estados Unidos foram feitas observacGes
focais de cerca de trés horas para cada espécie, no periodo das 0900 as 1200 h.

Os visitantes florais foram capturados utilizando-se recipientes de boca larga e tampa,
montados a seco, identificados em nivel de ordem, género, e alguns ao nivel de espécie, e
depositados como material testemunho na colecdo do Laboratério de Biologia Floral e
Reprodutiva da Universidade Federal de Pernambuco. Fotografias foram tomadas para
registrar os visitantes e auxiliar na descri¢cdo do comportamento destes animais.

Além disso, foi verificado se 0s insetos realmente sdo capazes de coletar e transferir
grdos de polen de uma inflorescéncia para outra de outro individuo da mesma espécie. Este
experimento foi realizado para espécies estudadas no Brasil, segundo a metodologia de
Thomas (1984), na qual os grdos de polen de inflorescéncias previamente selecionadas de
cada espécie estudada foram marcadas com particulas fluorescentes de diferentes cores. Foi
observado o momento em que os visitantes florais pousaram na inflorescéncia, doadora do
polen, com o polen marcado e os insetos foram seguidos até a segunda inflorescéncia,
receptora do pélen, sendo capturados imediatamente apds a visita e a inflorescéncia receptora
coletada para analise das flores. Foi verificado, ainda no campo, se o inseto e a inflorescéncia
receptora apresentavam grdos de pdlen ou pos fluorescentes no corpo e nas flores,
iluminando-os com luz negra e observando com auxilio de lupa de campo. O experimento foi
realizado para os visitantes florais mais frequentes, sendo repetido 10 vezes para cada
visitante floral/espécie de planta.

Apols analise dos sistemas de polinizacdo de cada espécie, atributos polinicos
relacionados aos sistemas de polinizacao, tais como razdo pdlen/ovulo, e presenca/auséncia de
pollenkitt foram analisados. Para medir a razdo polen/6vulo (P/O), todos os graos de pélen de
anteras ainda fechadas de 10 flores hermafroditas de diferentes escapos florais de cada espécie

foram retirados em uma solugé@o de 1 ml de acido latico e glicerina (3:1) e contados em uma
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camara de Neubauer (Maéda, 1985). Ao mesmo tempo, o nimero de évulos foi contabilizado
retirando-se todos os Ovulos do ovério da mesma flor, os quais foram contados sob
estereomicroscopio. Foi também analisado o polen fresco de cada espécie sob microscopio
oOptico para detectar lipidios em sua superficie (pollenkitt) que o torna pegajoso (Dafni et al.
2005). Possiveis diferencas das razbes P/O entre espécies polinizadas exclusivamente pelo
vento, espécies ambofilas e aquelas polinizadas exclusivamente por insetos foram analisadas
através de uma ANOVA unifatorial, com «a=0,05. Diferencas de presenca/auséncia de
pollenkitt entre as espécies de diferentes sistemas de polinizagdo ndo foram testadas, devido

ao fato de que todas as espécies apresentaram este atributo.

RESULTADQOS

Caracteristicas florais
Morfometria e antese

As 16 espécies de Rhynchospora estudadas apresentam populacdes com individuos
localizados bastante proximo uns dos outros, e tém como caracteristicas reprodutivas em
comum flores agrupadas em inflorescéncias inconspicuas to tipo espigueta, que se agrupam
de diferentes maneiras, tais como paniculas e capitulos. Todas as flores e s&o protegidas por
bracteas florais, com androceu formado por trés estames, com filetes que se alongam durante
0 processo de antese, que comeca entre 0630 - 0700 h, expondo as anteras; 0 gineceu €
composto por ovario com um unico Gvulo, estilete e estigma, que também se alongam no
inicio da antese.

Com relagdo ao agrupamento das inflorescéncias, entre as espécies selecionadas para o
estudo, apenas R. dissitispicula apresentou inflorescéncia do tipo panicula de espiguetas,
enguanto nas demais espécies as inflorescéncias estdo mais agrupadas, formando capitulos
compostos por espiguetas agrupadas no topo do escapo floral ou capitulos parciais (Fig. 1).
Independente do tipo de agrupamento da inflorescéncia, apenas uma flor por espigueta abre
por dia. Quando a flor é hermafrodita e o androceu e gineceu estdo funcionais no mesmo dia,
a flor possui duracdo de apenas um dia; entretanto, quando a flor é protoginica, ela é funcional
por dois dias. Nas flores que duram apenas um dia, a duragcdo da antese vai até as 1300 h,
podendo se estender até as 1500 h, como em R. dissitispicula e R. elatior. Nas flores que
duram dois dias o gineceu deixa de ser funcional no primeiro dia entre 1300 e 1500 h e apenas
no segundo dia entre 0630 e 0800 h as anteras estdo deiscentes. Medidas florais e sexualidade

das flores das espiguetas das espécies estudadas se encontram na tabela 1.
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Atrativos secundarios: cores e odores

A classificacdo e variacdo das espécies estudadas quanto a presenca/auséncia de
atrativos secundarios, incluindo a presenca/auséncia de odores atrativos para 0s insetos esta
na tabela 2. As espécies tambeém variaram bastante com relacéo as cores das bracteas florais e
das brécteas involucrais (Fig. 1). Além disso, dentro do grupo que apresenta bracteas
involucrais verdes com mancha branca, o tamanho dessa mancha pode ser pequena, como em
R. albiceps (cerca de 1 cm de comprimento), grande como em R. consaguinea (cerca de 2,5
cm), R. ciliata e R. latifolia (cerca de 3 cm) ou muito grande como em R. speciosa (cerca de 4
cm de comprimento).

Osmadforos ndo foram visualizados nas espécies estudadas, a partir da coloracéo pelo
vermelho neutro, porém, emissdo de volateis florais (VOCs) foi detectada em todas as
espécies de Rynchospora analisadas (tabela 3). A complexidade dos buqués de volateis
florais diverge consideravelmente entre as espécies, sendo R. dissitispicula e R. cephalotes as
espécies com buqués de odores que incluem compostos exclusivamente emitidos por estas
espécies. Os compostos detectados em Rhynchospora pertencem a cinco classes de
substancias: 1) monoterpenos, com 11 compostos, 2) sesquiterpenos, com quatro compostos,
3) aromaticos, com trés compostos, 4) alifaticos, com dois compostos e 5) homoterpenos, com
1 composto.

Dentre as espécies estudadas R. cephalotes emitiu o volatil mais forte e doce, sendo
perceptivel pelo olfato humano ndo-treinado a uma distancia de 1 metro da inflorescéncia. Os
compostos volateis emitidos por cada espécie podem ser verificados na tabela 3.

Sindromes de polinizagédo

A partir da anélise de presenca e auséncia dos atributos florais de cada espécie foi
possivel verificar que houve diferenca significativa entre as espécies que pertencem aos trés
grupos de sistema de polinizacdo, anemofilia, ambofilia e entomofilia. Contudo, o valor
global do teste R, foi baixo (R=0.36; p=0.016). Nos testes par a par ndo houve diferenca
significativa entre as espécies anemdfilas e amboéfilas (R=0.27; p=0.25). Contudo, houve
diferenga significativa entre espécies anemofilas e entomofilas (anemofilia vs entomofilia:
R=1; p=0.02) e entre espécies ambofilas e entomofilas, apesar do resultado do teste de
similaridade ter sido baixo (R=0.33, p=0.02) (Fig. 2 A).

Levando em consideragdo a composicdo e quantidade de cada composto (VOCs)

emitido pelas flores e inflorescéncias de Rhynchospora houve diferenca significativa entre as
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espécies de cada sindrome de polinizacao, apesar de o resultado global do teste ter sido baixo
(R=0.25; p=0.002). Houve diferenca significativa entre a composicdo e quantidade de
compostos emitidos entre espécies entomofilas e anemofilas (R=1; p=0.002), e entre espécies
anemdfilas e ambofilas (R=0.59; p=0.001). Contudo ndo € possivel distinguir espécies
entomdfilas e ambofilas pelo odor (R=0.043; p=0.18) (Fig. 2 B).

Sistema de polinizagéo

Os resultados obtidos a partir dos tratamentos realizados estdo na tabela 4.
Rhynchospora dissitispicula e R. barbata ndo apresentaram formacdo de frutos por inseto e a
partir dos resultados dos experimentos verificou-se que séo exclusivamente polinizadas pelo
vento. Todas as demais espécies, que apresentaram bracteas involucrais brancas e/ou bracteas
florais brancas ou amarelas possuem participacdo significativa dos insetos na polinizacéo,
como indicado pela maior formagéo de frutos no tratamento PN (Polinizacao Natural) quando
comparado a polinizacao pelo vento (PV) (p<0.05). Dentre estas espécies, a PV também foi
significativa em R. albiceps, R. cephalotes, R. ciliata, R. elatior, R. globosa e R. pubera,
como indicado pela maior formacdo de frutos no tratamento PV quando comparado ao
tratamento AE (Autopolinizacdo espontdnea) (p < 0.05), podendo classificad-las como
ambofilas. Rhynchospora consanguinea, R. setigera, R. speciosa sdo espécies polinizadas
exclusivamente por insetos, sem participacdo significativa do vento para formacao de frutos
(AE = PV) (tabela 4).

Visitantes florais, polen e fluxo polinico

Foram registrados visitantes florais em 12 das 11 espécies em que individuos foram
monitorados quanto a presenca destes animais visitantes em campo: Rhynchospora alba, R.
albiceps, R. cephalotes, R. ciliata, R. consaguinea, R. elatior, R. globosa, R. latifolia, R.
pallida, R. pubera, R. setigera e R. speciosa. Diversos grupos de insetos, como abelhas,
moscas e besouros, visitaram as especies estudadas (Tabela 5, Figura 3) e apresentaram
comportamentos variados.

As abelhas forragearam em flores de todas as espécies listadas acima, contudo sua
frequéncia de visitas € baixa nas especies que ocorrem em Campo Rupestre, tais como
Rhynchospora abiceps, R. consanguinea, R. elatior, R. globosa, R. setigera e R. speciosa. A
partir do experimento de transferéncia do pélen marcado com pé fluorescente, verificou-se
que 73,3% £ 2.5% das abelhas conseguiram transferir polen de um individuo para o estigma

de outro individuo; pdélen marcado com po fluorescente ficou preso ao corpo de todas as
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abelhas, indicando que séo bastante efetivas na realizacdo de polinizacdo cruzada nestas
espécies de plantas.

Moscas visitaram flores de Rhynchospora elatior, R. globosa e R. setigera. Durante as
visitas, estes insetos ovopositaram nas espiguetas e durante este processo promoviam
ocasionalmente a polinizagdo, principalmente entre espiguetas do mesmo individuo.
Registramos apenas 3,23% * 1.48% de estigmas com polen marcado com p6 fluorescente
apos visita das moscas, além disso, apenas 12% das moscas apresentavam o po fluorescente
no corpo.

Foi registrada visita de besouros em 6 espécies ocorrentes em Campo Rupestre, exceto
em R. dissitispicula. Os besouros se alimentavam de polen e partes florais, como as bracteas
involucrais, e foram bastante frequentes. Verificou-se que estes insetos foram capazes de
transferir pdlen entre diferentes individuos, havendo em média 2.25% + 1.83% de estigmas
com polen marcado com pé fluorescente apos as visitas dos besouros, e cerca de 9% dos
besouros foram encontrados com pélen marcado com o p6 fluorescente no corpo, podendo-se
classificar os besouros como polinizadores ocasionais. As espécies que apresentaram sistema
de polinizacdo apenas pelo vento, R. dissitispicula e R. barbata, ndo foram visitadas por
insetos.

Todas as espécies estudadas apresentaram pollenkitt. A partir da razdo pdlen/6vulo de
cada espécie estudada (tabela 1), verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre

espécies polinizadas pelo vento, por insetos e por ambos (F= 1.42; g.l.= 2; p=0.27).

DISCUSSAO

As espécies selecionadas para o estudo apresentaram grande diversidade de atributos
florais e reprodutivos, englobando aquelas que apresentam padrdo de inflorescéncia e
morfologia floral consideradas mais inconspicuas, como R. dissitispicula, formando um
gradiente de espécies intermediarias até espécies que possuem atributos florais mais
conspicuos, como R. speciosa. Os atributos florais relacionados a polinizagdo pelo vento em
Cyperaceae sdo plesiomérficos e os atributos relacionados a entomofilia surgiram diversas
vezes no grupo (Thomas, 1984; Culley et al., 2002; Buddenhagen et al., no prelo; Costa et al.,
em prep.; capitulo 2 da tese). Portanto, as diversas estratégias de polinizacdo no grupo e a
grande variagdo morfologica das brécteas involucrais e florais e a morfologia e disposicao das
espiguetas no escapo floral em Rhynchospora (Lucero et al., 2014), podem ser importantes

para atracdo e/ou acéo dos vetores de polen.
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Desta forma a variacdo encontrada em Rhynchospora relacionada a cor e forma
possibilitou classificar e distinguir as espécies anemofilas das entomofilas e as ambofilas das
entomofilas e a partir de diferencas de composicdo e quantidade de compostos volateis
emitidos foi possivel diferenciar as espécies anemofilas das ambofilas. As cores das flores e 0
sistema de vis&do de cores dos polinizadores foram selecionados durante o processo evolutivo
de forma que os visitantes florais consigam distinguir as flores do plano de fundo, como os
troncos e as arvores (Vorobyev e Brandt, 1997; Chittka et al., 2001; Chittka e Raine, 2006).
Deste modo, € provavel que as cores das bracteas florais e involucrais de Rhynchospora
possam ser distinguidas do plano de fundo, permitindo que estas espécies possam atrair
insetos polinizadores. Além disso, a maioria dos insetos tem uma excelente acuidade olfativa
e aprendem a associar o odor floral a presenca de recursos, e, do ponto de vista da planta, as
espécies que emitem odor floral apresentam uma vantagem seletiva por provavelmente
garantir a atengédo e constancia dos animais polinizadores (Raguso, 2008; Wright e Schiestl,
2009). Desta forma, a emissdo de odor nas espécies que ja apresentam atributos morfoldgicos
atrativos pode garantir e otimizar a atracdo de abelhas polinizadoras.

Rhynchospora dissitispicula foi considerada a espécie com caracteristicas mais
insconspicuas dentre as espécies analisadas. Apesar disso, esta espécie emitiu odores, tais
como o-pinene e 1-Octen-3-ol, que podem ser considerados atrativos para insetos. O segundo
composto, 1-Octen-3-ol, é o principal composto de flores com cheiro similar ao emitido por
fungos, e pode ser bastante atrativo para moscas (Dudareva e Pichersky, 2006). Contudo,
mesmo esta espécie emitindo odor, ndo houve visitas de insetos. Além disso, sua morfologia,
como coloragdo amarronzada e disposicdo de espiguetas na panicula é totalmente adaptada a
polinizacdo pelo vento, que foi o Unico vetor de polen desta espécie. A inflorescéncia do tipo
panicula permite que o0 vento entre em contato com todas as flores da inflorescéncia de forma
mais uniforme, do que quando as inflorescéncias estdo concentradas em uma cabeca terminal,
e que atue de forma eficiente para transferir grdos de pdlen entre flores de individuos
diferentes (Friedman e Harder, 2004). A inflorescéncia do tipo panicula foi considerada por
Friedman e Harder (2004) uma solucdo evolutiva para favorecer a polinizagdo pelo vento, por
permitir sua interagdo com o vento de forma complexa, favorecendo este tipo de polinizacéo.
Portanto, a anemofilia pode ser um processo mais preciso do que historicamente €
considerado (Ackerman, 2000; Friedman e Harder, 2004; Bowker e Crenshaw, 2007 a, b).

Uma das espécies consideradas ambofilas, R. barbata, apresenta atributos que
poderiam atrair insetos, tais como espiguetas agrupadas em um capitulo terminal,

concentrando o recurso, que é o polen, bracteas florais laranjas e anteras brancas, contudo,
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ndo foi detectado emissdo de volateis e estd espécie ndo apresentou visita de insetos, sendo
polinizada apenas pelo vento. Segundo Rosas-Guerrero et al. (2014), a maioria das espécies
apresenta como polinizador principal o vetor correspondente & sindrome de polinizacdo que
os atributos da flor indicam, contudo, muitas espécies possuem vetores de polinizagdo
secundarios, que podem ser os principais ou Unicos vetores de pélen e que geralmente
correspondem ao vetor de polinizacdo ancestral no grupo. Desta forma, mesmo R. barbata
possuindo atributos que possam atrair insetos polinizadores, por ndo ter havido visitantes
florais, o vento foi o Unico e efetivo polinizador desta espécie. Além disso, em espécies
ambofilas, o vento e insetos podem assumir o papel de Unico vetor de polen quando as
condicBes ndo sao favoraveis para um dos polinizadores (Costa et al., em prep.; capitulos 3 e
da tese).

Rhynchospora cephalotes apresenta poucos atributos conspicuos, contudo o fato desta
espécie exalar odor floral forte e adocicado permite que abelhas polinizadoras sejam atraidas,
sendo capazes de promover a polinizagdo cruzada nesta espécie. De fato, dois dos compostos
que constituem o buqué de odores florais dessa espécie, i.e. 2-fenil etanol e fenil etil acetato,
sdo extremamente atrativos para diversas espécies de abelhas (Blight et al., 1997; Dobson e
Bergstrom, 2000; Raguso, 2004; Dobson, 2006; Dotterl e Vereecken, 2010).

Outras espécies mais conspicuas, como R. albiceps, R. consanguinea, R. elatior, R.
globosa, R. setigera e R. speciosa e polinizadas por insetos, também emitem volateis florais.
A maioria dos compostos emitidos por essas espécies, tais como limoneno, ocimeno, fenil etil
acetato, 2-fenil etanol, myrceno, é extremamente comum entre angiospermas, ocorrendo entre
54 a 71% das familias de plantas com sementes (Knudsen et al., 2006). Os registros de odor
emitido pelas espécies de Rhynchospora aqui analisados constituem-se 0s primeiros para 0
género. Porém, em Cyperaceae ja foi verificado odor em outros géneros, como em
Eleocharis, que foi caracterizado como floral e considerado fraco (Magalhaes et al., 2005), e
em Cyperus (Wragg e Johnson, 2011), que consideraram o odor das duas espécies analisadas
semelhante a outras espécies polinizadas por insetos. Os compostos emitidos por Cyperus
detectados por Wragg e Johnson (2011) foram benzenos e monoterpenos, assim como
também foram encontrado compostos destas classes de odor em Rhynchospora, embora nédo
tenham sido 0s mesmos compostos.

As espécies que apresentaram partes florais conspicuas, como as bracteas florais
amarelas de Rhynchospora elatior, laranjas em R. globosa e R. speciosa e bracteas florais
brancas de R. alba, R. albiceps, R. consanguinea, R. pallida, R. pubera e R. setigera; e as

bracteas involucrais brancas de R. albiceps, R. consaguinea, R. ciliata, R. latifolia e R.
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speciosa podem ser capazes de atrair os visitantes florais por ser possivel distingui-las do
plano de fundo. As cores das flores e o sistema de visédo de cores dos polinizadores foram
selecionados durante o processo evolutivo de forma que os visitantes florais consigam
distinguir as flores do plano de fundo, como os troncos e as arvores (Vorobyev e Brandt,
1997; Chittka et al., 2001; Chittka e Raine, 2006). Além disso, 0s insetos polinizadores, como
abelhas, besouros e moscas, tem um aparato sensorial capaz de perceber cores e cheiros, e
associam estes atrativos, de forma inata ou a partir de aprendizado, a presenca de recursos
(Faegri e Pijl, 1979; Endress, 1994; Lunau e Maier, 1995; Kunze e Gumbert, 2001; Wright e
Schiestl, 2009; Milet-Pinheiro et al., 2012, 2013, 2015). Desta forma, flores que além de cor
exalam odor podem aumentar a discriminacdo das cores pelos visitantes por melhorar a
atencdo para estimulos visuais, contribuindo para a formacdo da memdria (Weiss, 1997,
Kunze e Gumbert, 2001; Goyret et al., 2008; Riffell et al, 2013). Deste modo, a presenca de
atrativos é essencial para que haja visita de insetos, e atrativos primarios, como o polen, sdo
indteis a0 menos que estejam acompanhados por um atrativo secundario (Faegri e Pijl, 1979).
Além disso, distancias curtas entre individuos de uma mesma espécie, como é verificado em
todas as espécies de Rhynchospora, podem contribuir para garantir a constancia de visitas por
insetos em uma mesma espécie, que necessitam fazer menos esfor¢o para encontrar o recurso
floral (Chittka et al., 1999).

A grande amplitude de insetos, que inclui trés ordens, tais como Coleoptera, Diptera e
Hymenoptera, que podem visitar as espécies de Rhynchospora e efetuar a polinizacéo,
indicam um sistema de polinizacdo generalista. Resultado semelhante foi verificado por
Wragg e Jonhson (2011) em que espécies de Cyperus foram visitados por abelhas e besouros.
Assim como em Rhynchospora, as abelhas visitantes de Cyperus foram os visitantes mais
efetivos na polinizacdo, sendo capazes de carregar grande quantidade de pdlen destas espécies
de Cyperaceae (Wragg e Jonhson, 2011).

O fato destas especies também apresentarem pollenkitt contribuiu para que o pélen
grudasse no corpo dos insetos (Pacini e Hesse, 2005), principalmente das abelhas,
considerado o grupo de insetos mais efetivos na realizacdo de polinizagdo cruzada nestas
espécies de Rhynchospora. A partir disso, o pélen pode ser transportado a maiores distancias
pelos insetos que efetuam a polinizacdo cruzada. Espécies anemofilas geralmente néo
apresentam pollenkitt (Crane, 1986; Ackerman, 2000; Wragg e Jonhson, 2011), o que diminui
a possibilidade do pdlen se agrupar (Crane, 1986; Pacini e Hesse, 2005). Segundo Niklas e
Buchmann (1988) quando o pdlen é liberado da antera de forma agrupada, ele permanece

menos tempo Nno ar, ou seja, se assenta mais rapidamente do que o pdlen quando liberado de
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forma unitéria. Portanto, a presenca de pollenkitt pode ndo favorecer a polinizagao pelo vento
a longa distancia. Contudo, todas as espécies de Rhynchospora analisadas, independente da
sindrome ou sistema de polinizacdo, apresentaram alta razdo polen/évulo e os individuos da
populacdo de cada espécie estavam bastante proximos uns dos outros, um pré-requisito
considerado importante para ocorrer a polinizagéo pelo vento (Whitehead, 1983; Costa et al.,
em prep.; Capitulo 4 da tese).

A alta razdo pdlen/ovulo (P/O) presente em Rhynchospora € uma caracteristica
mantida no grupo e também presente em Cyperus, como verificado por Wragg e Jonhson
(2011). A quantidade de polen por 6vulo maior que 20000 esta dentro do esperado para
espécies anemofilas de Cyperaceae e Poaceae (Wragg e Jonhson, 2011). Contudo, Cruden
(1977) considera a razdo P/O nesses grupos baixa, quando comparado com outras espécies
anemdfilas, que podem apresentar cerca de 60000 grdos de pdlen por 6vulo. Ainda, segundo
Ackerman (2000), espécies anemdfilas podem ultrapassar 2000000 de pélen por évulo.

A presenca de atributos anemofilos em espécies de Rhynchospora, mesmo em espécies
que sdo polinizadas predominantemente por insetos pode ser considerado vantajoso. A
polinizacdo pelo vento pode ocorrer na auséncia de polinizadores bioticos, sendo assim uma
vantagem seletiva a manutencdo destes caracteres (Linder, 1998). Além disso, a ambofilia,
verificada neste estudo em cerca de 70% das espécies de Rhynchospora, pode ser mantida em
casos em que tanto o vento quanto os insetos formam maior quantidade de frutos juntos do
gue quando atuam de maneira independente (Culley et al., 2002; Costa e Machado, 2012), ou
qguando um dos vetores pode ndo ser tdo eficiente devido as condigbes ambientais ou
localizacdo da planta no ambiente (Costa et al., em prep.; capitulos 3 e 4 da tese), havendo
vantagem evolutiva em manter ambos os vetores de polinizacéo.

A partir deste estudo verificamos que diferentes atributos florais podem favorecer a
polinizacdo abidtica e bidtica, formando um gradiente transicional em flores e inflorescéncias
de Rhynchospora. Neste gradiente constatamos que caracteres anemofilos estdo presentes no
género, porém diversas espécies apresentam estruturas com funcdes atrativas para insetos
polinizadores, ocorrendo ambofilia na maioria (cerca de 70%) das espécies, havendo até
adaptacdo completa para a entomofilia, como verificado para R. consanguinea, R. latifolia e
R. speciosa.

Esta classificacdo, a partir dos atributos florais e reprodutivos em Rhynchospora,
criando um gradiente de espécies anemdfilas > ambdfilas > entomofilas pode servir como

base para classificacdo de outras espécies pertencentes a diversos géneros e familias
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essencialmente anemofilos em diferentes sindromes de polinizagdo, envolvendo, em

diferentes gradac0es, a participacdo de vetores bioticos.
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Lista de tabelas
Tabela 1. Lista de espécies estudadas, organizadas por ecossistemas (ECO) em que foram estudadas, caracteristicas florais, tais como nimero de
flores por espigueta (NF), sistema sexual (SS), Razédo polen/ovulo (P/O), Tamanho da espigueta (T. ESP.), Tamanho dos estames em antese (T.

EST.) e Tamanho do gineceu (T. G.) das espécies de Rhynchospora (Vahl) estudadas e registro de deposito nos Herbarios dos espécimes-

testemunho.
Eco Espécies NF SS P/O T. ESP. T.EST. T.G? Vouchers

Rhynchospora barbata 1 B 150004+12432 57,14 4+0. 55+12 UFP 76.543
Floresta R. cephalotes 48 B 11,2404 42927  84+065 79+12 87+092 UFP 76.542
Atlantica R. ciliata 10-15 B 336541124368  g4.005  5+08 @ 64+02 UFP 76.545
R. pubera 5.9 B 20,802.3+1,329 7413 58+06 602 UFP 76.544
R. albiceps 2 A 8,701.1+£468.9 55+07  73+22 92+11 UFP 77.657
R. consanguinea 5-7 A 7,585.6 +1842.4 3.7+0.6 6+04 55+£1.2 UFP 77.662
R. dissitispicula 2 B 25,125.2+721.3 61+03  65+03 6+085 UFP 77.663

Campo
R. elatior 5 B 18,065.8 + 986.5 72406 104403 125+02 UFP 77.655

Rupestre
R. globosa 2.5 A 16520.3 £734.6 852+08  14+04  19+25 UFP 77.659
R. setigera 2 A 5,833 + 765.3 43+08  69+03 65+04 UFP 77.658

R. speciosa 6-8 A 5,000+2130.5 41+05 6.5 £0.2 5+1.3 UFP 77.656
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R. riedeliana. 4-6 12.000+648.2 9.743.1 101442 125425 UFP
Rhynchospora sp. 2 22,500 + 750 4.43+0.3 55402  53+12 UFP
R. alba 23 5,890 £ 564.4 5+03 52+17  5+033 NYBG A.Costa 145
Floresta de
R. latifolia 5.7 20,000+321.67 47403  43+12  6+02 NYBG A. Costa 146
Pinus
R. pallida 2-3 5,248.2 £ 658.3 63+05 53+13 59+09  NYBGW. Thomas 16487

1= filete + antera, 2= ovario + estilete + estigma
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Tabela 2. Presenca e auséncia de atributos florais em espécies de Rhynchospora (Vahl) associados a anemofilia (anemo) e entomofilia (ento).
AB: Antera branca AF: Atributos florais; AM: Antera amarela; BFA: Bractea floral amarela/laranja; BFB: Bractea floral branca BFL: Bréctea
floral laranja; BFM: Bractea floral marrom; BFV: Bréactea floral verde; BIBP: Bractea involucral com mancha branca pequena; BIBM: Bractea
involucral com mancha branca media; BIBG: Bractea floral com mancha branca grande; BIVA: Bractea floral verde ou ausente; ICP:

Inflorescéncia capitulo parcial; ICU: Inflorescéncia capitulo Unico; IP: Inflorescéncia panicula; EO: Emisséo de odor.

AF o R . R. R. _ R.- Rhynchospora R. R: R R. R: R. R R R. ) _R. _ R..
dissitispicula  barbata cephalotes riedeliana sp. globosa elatior setigera alba  pallida pubera albiceps ciliata consanguinea latifolia  speciosa
IP 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BFV 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BFM 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Anemo
BIVA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0
AM 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1
ICU 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1
ICP 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
BFA 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
BFB 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0
Ento BIBP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
BIBM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0
BIBG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
AB 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
EO 1 0 1 1 1 1 1 1 - - - 1 - 1 - 1
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Tabela 3. Porcentagem média e desvio padrdo dos principais compostos volateis, organizados pelo indice de retencéo (IR), emitidos pelas flores

de 10 espécies de Rhynchospora (Vahl).

R. R. R. R. R. R. R. R. R. R. Rhynchospora

Compostos IR albiceps  barbata cephalotes consanguinea  dissitispicula elatior globosa riedeliana setigera speciosa sp.
a-Pinene 938 - - - - 27.7+22.3 - - - - - -
1-Octen-3-ol 985 - - - - 72.3+22.3 - 148+ 149 - - - -
Myrcene 995 - - - 8.8+£3.2 - - - - - - 76+4.4
(2)-3-Hexenyl acetate 1010 44.9+18.4 - - 11.9+438 - - - - - - -
d-3-carene 1008 - - 15+13.8 - - - - - - - -
Limonene 1029 - - 76+6 - - - - - - - -
Sylvestrene 1028 - - - 18+16 - 6.8+ 7.6 - - 15.9+19.3 - -
(2)-B-Ocimene 1040 94+6.3 - - 11.7£55 - 44+27 17613 16.4 £ 3.8 - - 126 £13.6
(E)-B-Ocimene 1051 182+9.9 - - 9.2+46 - 458+1593 146+62 244+96 61+86 101+123 8.5 +4.0
gixgtsrg:ol(fg)decane 1060 ) i i i i i i 10£06 il -
Linalool 1101 2522 - - 46+£59 - - - - 324+145 229+21.73 40£35
2-Phenylethanol 1118 - - 49.1+41.7 - - - - - 54124 - -
g?ﬁoﬁéﬁiﬁ? 1119 122469 - 32.4+1838 - 127+126 267+182 182+108 120+33 66.9+336  41.2+19.1
Alloocimene 1132 8.3x4 - - 149+7.8 - 3.6£25 18.8+8.8 19.2+£35 - - 13.7+£10.6
neo-Alloocimene 1144 4221 - - 44+27 - - 7324 7.0+£4.0 - - 53149
Methyl salycilate 1196 - - - - - - - - - - 41+38
Phenyl ethyl acetate 1254 - - 28.1+33.4 - - - - - - - -
B-Elemene 1395 - - - - - - - - 26.9+9.0 - -
Sesquiterpene 1 1399 - - - - - 12.7+£13.1 - 104+£22 - - -
Sesquiterpene 2 1505 - - - - - 52+4.4 - - - - -
Sesquiterpene 3 1528 - - - - - 8.4+53 - 41408 - - -

1583 - - - - - - - - - - 26+21

Sesquiterpene 4

Auséncia;:-
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Tabela 4. Sucesso reprodutivo (%) nos tratamentos de autopolinizacdo espontanea,
polinizacdo pelo vento e polinizacdo natural em espécies de Rhynchospora, organizadas das
com inflorescéncias e flores mais inconspicuas para as mais conspicuas, estudadas em areas

de mata Atlantica*, em Pernambuco e Paraiba, e de Campo Rupestre**, em Minas Gerais,

Brasil.
Espécies AE PV (+ PN (AE + PV + PI)
AE)
R. dissitispicula** 242 81.08" 73.07°
R. barbata* 21.05% 90.90° 85°
R. cephalotes* 6.66° 53.33" 93.33°
R. globosa** 11.42° 47.82° 100°
R. elatior** 6° 29.09" 76.47°
R. pubera* 23.2° 44.8° 93.5°
R. setigera** 14.70°% 30.78° 78.94°
R. albiceps** 12.5° 36.66" 72.97°
R. ciliata* 3 37.5° 85.10°
R. consanguinea** 40.90° 37.71° 100°
R. speciosa** 15.94° 6.89° 66.66"

Letras diferentes representam diferencgas significativas em uma mesma linha (p<0.05). AE =
Autopolinizagdo espontanea; PV= Polinizacdo pelo vento; PN= Polinizacdo natural; Pl=

polinizacdo por insetos.
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Tabela 5. Visitantes florais e frequéncia de visitas (%) de espécies ambofilas e entomofilas de Rhynchospora em Floresta Atlantica e Campo
Rupestre no Brasil, e Florestas de Pinus, nos Estados Unidos.

Floresta Atlantica Campo Rupestre Floresta de Pinus

R. R. R. R. R. R. R. R. R. R. R. R.

Visitantes florais / Espécies entomofilas  cephalotes ciliata pubera albiceps consanguinea elatior globosa setigera speciosa alba latifolia pallida

HYMENOPTERA

Apidae

Apis melifera - - - 14.28 38.3 10.7 - 16.36 2.59 - - -
Bombus sp. - - - - - - - - - 100 - 100
Frieseomelitta doederleini - 26.3 15.5 - - - - - - - - -
Plebeia droryana - 14 29.3 - - - - - - - - -
Plebeia sp. 58.9 - - - - - - - - - - -
Trigona spinipes 21.2 54.3 41.3 9.5 - - - - - - - -
Halictidae

Augochloropsis sp. - 5.2 13.7 - - - - - - - - -
Lasioglossum sp. - - - - - - - - - - 90 -
Halictidae sp. 1 19.9 - - - - - - - - - - -
Halictidae sp. 2 - - - 38.1 23.4 142 13.6 23.63 6.49 - - -

Halictidae sp. 3 - - - 19 - 8.9 4.5 5.45 - - - -



COLEOPTERA
Cetoniidae
Chlorocala sp.
Chrysomelidae
Diabrotica cf. undecimpunctata
Tricholochmaea sp.
Chrysomelidae sp. 1
Chrysomelidae sp. 2
Chrysomelidae sp. 3
Chrysomelidae sp. 4
DIPTERA
Syrphidae

Syrphidae sp.

14.2

31.9

4.2

35.7

8.9

1.7

235

235

12.5

29.5

11.3

4.5

9.1

27.27

38.18

9.1

1.81

5.45

58.4

14.28

16.8

1.29

10

47
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Lista de Figuras

Figura 1. Gradiente de atributos florais encontrados em Rhynchospora (Vahl), incluindo desde
espécies anemofilas, como R. dissitispicula (A), espécies com caracteristicas ambofilas,
intermediarias, tais como Rhynchospora sp. (B), R. cephalotes (C), R. barbata (D), R. globosa (E), R.
riedeliana (F), R. elatior (G), R. setigera (H), R. pallida (1), R. alba (J), R. pubera (K) R. ciliata (L)
até predominantemente entomdfilas, tais como R. albiceps (L), R. consanguinea (M), R. latifolia (N),

R. ciliata (O) e entomofila, como R. speciosa (P) (escala: 1cm).
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Figura 2. Andlise de gradiente NMDS dos grupos de espécies de cada sindrome de polinizacéo

considerando os atributos florais associados com a polinizacdo pelo vento e por insetos (A) e

considerando a composi¢édo e quantidade de compostos emitidos por cada espécie de cada sindrome de

polinizagdo (B). Anemofilia: simbolos azuis, ambofilia: simbolos vermelhos, entomofilia: simbolos

verdes.
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Figura 3. Visitantes florais de algumas espécies de Rhynchospora (Vahl). Mosca Syrphidae
sp. em flores de R. globosa (A); Abelha Plebeia sp. visitando flores de R. cephalotes (B);
abelha Trigona spinipes em flores de R. albiceps (C) e R. ciliata (D); Apis melifera visitando
flores de R. consanguinea (E); abelha Halictidae e besouro Chrysomelidae em flores de R.
elatior (C); besouro Diabrotica cf. undecimpunctata visitando R. setigera (D), e besouro

Chlorocala sp. em flores de R. speciosa (H) (escala: 1cm).



51

4  COMPARATIVE FLORAL BIOLOGY OF RHYNCHOSPORA CILIATA (VAHL)
KUKENTH AND R. PUBERA (VAHL) BOECKELER (CYPERACEAE): THE
ROLE OF WHITE INVOLUCRAL BRACTS IN ATTRACTING POLLINATING
INSECTS

Ana Carolina Galindo Da Costa®, William Wayt Thomas? and Isabel Cristina Machado*

Role of white bracts in pollination

'Universidade Federal de Pernambuco, Botany Department, Programa de Pés-Graduacéo
em Biologia Vegetal, Recife, Pernambuco, Brazil

>The New York Botanical Garden, Bronx, New York, U.S.A.

Isabel Cristina Machado. Departamento de Boténica, Centro de Ciéncias Biologicas,
Universidade Federal de Pernambuco. CEP 50372-970, Recife, Pernambuco, Brazil. E-mail

imachado@ufpe.br, phone +55 (81) 2126-8845

Manuscrito publicado no periodico Plant Species Biology



52

ABSTRACT

Although Cyperaceae are considered anemophilous, some species exhibit features that are
attractive to pollinators, such as the white UV-reflecting involucral bracts of Rhynchospora
ciliata. But how effective are these conspicuous adaptations? To address this question, we
tested the hypothesis that species such as R. ciliata are visited by greater number of
pollinating insects than similar species with green involucral bracts, such as R. pubera. We
compared the floral biology of both species, the number of visits to sympatric populations of
each species, associating them with the availability of pollen and the pollination system. We
verified that species with white involucral bracts are preferred, because there were more visits
to R. ciliata in the first two hours the flowers were open. The peak visitation in R. pubera was
two hours after the flowers opened, when the pollen of R. ciliata was exhausted. While the
involucral bracts of R. pubera are green, the spikelet scales and anthers are white and reflect
ultraviolet light. Overall, flowers of R. pubera exhibit less white or reflective surfaces, and are
probably less conspicuous to a bee, than those of R. ciliata. It is possible that R. pubera is a
second option for visitors after the first two hours of anthesis. The two different peaks in
visitation minimize interspecific competition for pollinators, suggesting that R. ciliata and R.
pubera together could attract more generalist pollinators and, instead of competing, facilitate
the pollination of both species. Although R. pubera is autogamous and self-compatible, both

wind and insects are important to its reproductive success.

Keywords: anemophily, attractiveness, entomophily, facilitation, Rhynchospora
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INTRODUCTION

In angiosperms, during the transition from entomophily to anemophily many
conspicuous floral structures, such as petals, were lost (Leppik 1955; Linder 1998).
Anemophily is a plesiomorphic condition in the Cyperaceae characterized by floral traits
considered not attractive to potential pollinators, such as small, greenish, and odourless
flowers, as well as the absence of nectaries (Leppik 1955; Endress, 1994; Linder 1998;
Ackerman 2000; Wragg & Johnson 2011). Nevertheless, a number of studies have shown that
insects visit and pollinate the flowers of sedges, revealing that many species possess
functional characteristics associated with entomophily. Therefore, in the reversion to
pollination by insects, the function of pollinator attraction is often assumed by other structures
than those lost in the earlier shift to anemophily (Leppik 1955; Thomas 1984a; Linder, 1998,
Culley et al. 2002, Wragg & Johnson 2011; Costa & Machado 2012).

Among the features considered attractive to insect pollinators in Cyperaceae are white
involucral bracts subtending terminal inflorescences (Leppik 1955; Thomas 1984a; Araujo et
al. 2012; Costa & Machado 2012); yellow involucral bracts (Dahlgren et al. 1985); yellow
spikelet scales, white spikelet scales or perigynia (Thomas 1984a, 1984b; Wragg & Johnson
2011); blue filaments (Dahlgren et al. 1985); intense yellow anthers (Leppik, 1955); and
white anthers (Alves et al. 2002; Magalhées et al. 2005; Costa & Machado 2012). In this
sense, Costa and Machado (2012) verified that the white involucral bracts and the white
anthers of Rhynchospora ciliata reflect ultraviolet light (UV), one of the components of
trichromatic bee color vision (Chittka et al. 1994), and have hypothesized that the above-
mentioned structures should play a role in attracting bees over longer distances, through the
contrast with the background (Brito et al. 2014).

The transition from wind to insect pollination is very rare (Friedman 2011), and
according to Wragg & Johnson (2011), there may have been more shifts from wind to insect
pollination in the Cyperaceae than in all other angiosperm families combined. Studies on
morphological attributes related to entomophily, as in species of Rhynchospora, may permit
us to understand how characters considered attractive to pollinators arose, and to understand
the evolutionary history in the group. White involucral bracts, for instance, have arisen at
least five separate times within Rhynchospora (Thomas 1984a). Furthermore, a study with
experimental evidence of the contribution of pollen vectors to reproductive success of

Rhynchospora could elucidate the importance of critical characters, such as white involucral
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bracts, involved in the transition between wind and insect pollination of related species, a
question that is not yet fully understood (Friedman & Barrett 2009).

In this study, we examined floral morphology, the sequence of anthesis, pollen
availability, and pollination systems in two species of Rhynchospora section Dichromena, R.
pubera and R. ciliata. Both species have capitate inflorescences of white spikelets subtended
by green involucral bracts (R. pubera) or pale brown spikelets subtended by white involucral
bracts (R. ciliata). Data about floral morphology and dynamics of anthesis, pollen availability
and pollination system for R. ciliata were obtained from Costa & Machado (2012), and data
about number of visits of R. ciliata were taken at the same time it was did to R. pubera (from
March through May of 2013). Finally here we tested the hypothesis that species with white

involucral bracts present more insect visits than species with green involucral bracts.

MATERIALS AND METHODS

Species studied and study site

Rhynchospora ciliata and R. pubera are widespread tropical American species of
Cyperaceae, native to Brazil (Alves et al. 2014) that flower continually throughout the year.
In both species, the inflorescence is a terminal capitulum of 4-16 inconspicuous spikelets,
each of which is 7-9 mm long, (white in R. pubera and pale greenish to brown at maturity in
R. ciliata), with the whole capitulum subtended by 3-7 involucral bracts that exceed the
inflorescence. While both species have white anthers, in R. pubera the involucral bracts are
green, and in R. ciliata they are white (Thomas 1984a; Fig. 1). Flowers of both species have
similar morphology, with each flower subtended by a spikelet scale, lacking sepals and petals,
and comprising three stamens, each with a filament and an anther with irregular longitudinal
dehiscence, and a pistil comprising a unilocular ovary and a style terminating in a bifid stigma
(Fig. 2).

Costa & Machado (2012) verified that the white involucral bracts and the anthers of R.
ciliata reflect UV light. The flowers of this species have four phenophases in hermaphroditic
flowers: bud, functional flower with filaments and style elongated, non-functional flower, and
fruit. In each inflorescence, only one flower of each spikelet opened per day; anthesis started
around 06:30 h with simultaneous elongation of the filaments and style; about 08:00 h the
anthers had dehisced and the stigma was receptive; whereas by 11:00 h the anthers were
already empty, desiccated, and starting to fall. Rhynchospora ciliata has 36,875 £ 3472 pollen

grains per flower and about 80% of the pollen is liberated from the anthers in the first two
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hours after anther dehiscence. Furthermore, this species is self-incompatible and requires
wind or bees as pollination agents (Costa & Machado 2012). More data on the floral biology,
anthesis dynamics, and reproductive biology of R. ciliata can be found in Costa & Machado
(2012).

Field observations took place from March through May of 2013 in natural populations
of both species along the forest edges of the Parque Estadual Dois Irméos, a 367 ha Atlantic
coastal moist forest remnant in Recife, Pernambuco (08°07’S, 34°52’W) in northeastern
Brazil. The two populations are ca. 30 m apart and roughly equivalent in size (7-8 m?). There
were about 28-35 floral scapes per m? in each populations. Although there were other species
of plants with flowers in this community, the pollinators of R. ciliata and R. pubera rarely
visited other flowers. Voucher specimens of each species were collected and deposited in the
Herbario UFP - Geraldo Mariz, of the Universidade Federal de Pernambuco (A.C.G. Costa
130, UFP sheet no. 76.545 for R. ciliata and A.C.G. Costa 131,UFP sheet no. 76.544 for R.
pubera).

Floral biology and anthesis dynamics of Rhynchospora pubera

To enable a comparison with Rhynchospora ciliata, the morphology of the
inflorescences and flowers of R. pubera were analyzed and classified in the four phenophases
according to the protocols established in Costa & Machado (2012): bud, functional flower,
nonfunctional flower, and fruit.

In order to ensure that there are no differences in the number of visits between
Rhynchospora pubera and R. ciliata due to distinction in the process of anthesis we verified
the time, sequence and duration of anthesis on three consecutive days, from 06:30 h to 13:00
h, for ten individuals of each species. Stigma receptivity was monitored for ten flowers, one
on each of ten different individuals, from the beginning of anthesis, at 06:30 h, to the end of
anthesis, at 13:00 h, using hydrogen peroxide (Dafni et al. 2005) as an indicator of
receptivity. To detect the presence of osmophores (glands emitting fragrance), the green
involucral bracts and the spikelet scales of some individuals were immersed in a solution of
neutral red (1:1000; Vogel 1990) and the location of any reactions to the dye observed.

Because the white involucral bracts and anthers of Rhynchospora ciliata reflect UV
light (Costa & Machado 2012), we also observed whether the involucral bracts,
inflorescences, including the anthers, of R. pubera reflect UV light by viewing them in a UV
light chamber (Tecnal lo: TE-540, Piracicaba, Brazil).
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To ensure that pollen grains can freely traverse the mesh tissue that prevents floral
visitors accessing flowers in the select exclusions experiment, pollen grain sizes of
Rhynchospora pubera and R. ciliata were measured. We used an ocular micrometer adapted
to an optical microscope and took 10 measurements of the polar (P) and equatorial axes (E) in

different pollen grains from 10 individuals.

Test of attractiveness to floral visitors

To test the hypothesis that species with white involucral bracts attract more insects
than species with green involucral bracts, we compared the average frequency of visits to ten
individuals each of Rhynchospora ciliata and R. pubera that had the same number of open
flowers. Observations were made from 07:00 h to 13:00 h. The proximity of the populations
(ca. 30 m apart) minimized environmental differences that could affect the results. These
observations were repeated six times, for a total of 36 hours of observation of each species.
While it is possible that pollination of these two species may be different in other situations,
we were fortunate to be able to compare the two species in a natural habitat where they occur
sympatrically and are visited by native pollinators.

The number of visits to the flowers of each species, and the time of each visit were
recorded from 08:00 h to 12:00 h. Differences between the mean number of visits to R. ciliata
and R. pubera in both periods were analyzed using a t-test, with a = 0.05 (BioEstat 5.0; Ayres
et al. 2007). Flower visitors were captured using large-mouthed containers and then dry
mounted in the Laboratory of Floral and Reproductive Biology of Universidade Federal de
Pernambuco, Brazil. The insects were identified by comparison with previously collected

insect visitors to R. ciliata that had been identified by specialists.

Pollen availability

To verify how much pollen of Rhynchospora pubera is available to visiting bees
during anthesis, ten anthers from different flowers of different inflorescences were collected
every two hours and stored in a solution of 1 ml of lactic acid and glycerin (3:1). Afterwards,
the pollen grains were counted using a Neubauer chamber on a stereomicroscope (Maéda
1985). For anthers collected during the last hour, the pollen grains were counted manually
because there were fewer than 2000 grains per anther. Pollen availability was associated with
the average number of visits. For R. ciliata, this same analysis was carried out by Costa &
Machado (2012). The results from that study are compared and discussed here. The

significance of differences in the average number of pollen grains present in R. ciliata and in
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R. pubera at 10:00 h was verified using a t-test, a = 0.05 (Ayres et al. 2007). Finally, we
tested for the presence/absence of pollenkitt (Dafni et al. 2005), in order to verify the putative

adhesion of pollen grains of both analyzed species to floral visitors.

Pollination systems

To determine the pollination system of Rhynchospora pubera, we carried out pollen
vector exclusion experiments in order to understand the contribution of each vector to fruit
formation. We followed the protocols described in Costa & Machado (2012) for the
experiments performed on R. ciliata. Eight inflorescences from different individuals,
randomly selected, were used in each treatment to test: (1) Spontaneous self-pollination—
inflorescences were covered with a paper bag to exclude both wind and insects; (2)
Anemophily— inflorescences were bagged in a fabric (tulle) with a 1.65 mm mesh, that
permitted the passage of pollen grains but not that of insects; and (3) Natural pollination
(control) — inflorescences were not manipulated, permitting pollination by biotic or abiotic
vectors. Comparing (1) with (2) allows the inference of the involvement of wind, and (3) with
(2) and (1), the participation of insects in pollination and overall reproductive success.
Although the use of tulle fabric may inhibit air flow and can increase the humidity inside the
bag, wind pollination is still detected. Since there is no other practical solution to exclude
insects, this method has been adopted in other similar studies (Wragg & Johnson 2011; Huang
et al. 2013).

RESULTS

Floral biology and dynamics of anthesis in Rhynchospora pubera

In the population studied, each R. pubera inflorescence comprised 3-6 spikelets, 7.3—
8.2 mm long and congested into a capitulum. Each capitulum terminates a scape and is
subtended by 7-8 green involucral bracts. Each spikelet comprised 5-9 hermaphroditic
flowers (Fig. 1B). No osmophores were observed and the inflorescences have no perceptible
odor. Pollen grains of R. ciliata and R. pubera were elliptical, with a polar diameter of 26.2 £
1.75 pm and 25.7 £ 1.38 pm, and equatorial diameter of 21.5 + 1.21 um and 20.9 + 1.23 pm,
respectively. Pollen is the only floral resource of R. pubera.

The flowers of R. pubera displayed four distinct phenophases: (1) Bud phase,
characterized by short filaments (0.5 + 0.2 mm), undehisced anthers, short style (0.5 + 0.14

mm), short, nonreceptive stigmas (2.0 £ 0.15 mm), and a small ovary (0.34 = 0.14 mm diam.);
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(2) Functional flower phase, characterized by expanded filaments, styles and stigmas (4.30 +
0.24, 1.4 £ 0.28 and 2.6 + 0.92 mm long respectively), dehisced anthers, and receptive
stigmas; (3) Nonfunctional flower phase, characterized by a lack of anthers (fallen), non-
receptive stigmas, and an expanding ovary (0.87 £ 0.26 mm); (4) Fruiting phase,
characterized by mature achenes (1.19 + 0.33 mm diam.). These distinct four phenophases
could be found in different flowers of different individuals of the same population at the same
time, i.e., we can find different individuals with buds, functional flowers, nonfunctional
flowers and fruits at the same time in the population. There was no flowering synchrony
between individuals.

Each day, only a single flower opened per spikelet. Anthesis started about 6:30 h with
the elongation of the filaments and the style. An hour later the anthers started dehiscing and
the stigma became receptive (Fig. 2A, B). Around 12:00 h all pollen grains were released, the
anthers and the stigma were dry, and the stigma was no longer receptive (Fig. 2C). An hour
later, the anthers fell off (Fig. 2D). It should be noted that these observations took place in a

single population during a single season.

Test of attractiveness to floral visitors

Rhynchospora ciliata and R. pubera shared the same species of visiting bees,
Augochloropsis sp. (Halictidae, Augochlorini), Frieseomelitta doederleini (Friese 1900)
(Apidae, Meliponini), Plebeia droryana (Friese 1900) (Apidae, Meliponini) and Trigona
spinipes (Fabricius 1793) (Apidae, Meliponini). The visits of bees for both species started at
08:00 h and finished at 12:00 h. The bees exhibited the same behavior when visiting both
species, heading directly to the anthers and collecting pollen (Fig. 1C), with the ventral
surface of the abdomen contacting the stigma.

Rhynchospora ciliata and R. pubera had similar total numbers of visits by bees (t = -
0.66, d.f. = 10, p > 0.0695; table 1). Nevertheless, the hours of peak visitation for each species
were different, R. ciliata being visited more from 08:00 h to 10:00 h (t = -3.77; d.f. =. 10; p <
0.01) and R. pubera from 10:00 h to 11:00 h (t = 153.19, d.f. = 10; p < 0.01) (Fig. 3).

The frequency of visits by different bee species differed in the two species. While the
most frequent visitor to both Rhynchospora species was Trigona spinipes, the frequency of
visits of the other pollinators differed in the two studied species (table 1).

The green involucral bracts of Rhynchospora pubera did not show UV light

reflectance, but the white spikelet scales and anthers did (Fig. 1D).
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Pollen availability

At the beginning of anthesis, at 07:30 h, when the anthers still had not dehisced, the
flowers of R. pubera had an average of 20,892 + 5735 pollen grains per flower. In this
species, over the first two hours of insect visitation, the quantity diminished to 8825 +1253
grains per flower at 10:00 h, significantly more than in R. ciliata at the same time (3769.2 =
865.8; t = -10.66, d.f. = 18, p < 0.001). It was also possible to verify that the anthers were dry
and twisted at this time. By 12:00 h, little pollen remained in the anthers of R. pubera (702 +
133), which were quite dried out (Fig. 2C). Both species have pollenkitt on the pollen, clumps
of 3-10 pollen grains were verified in both species, although it was also usual to find single
pollen grains.

Pollination system

The exclusion experiments verified that Rhynchospora pubera is self-compatible and
autogamous. Nevertheless, there were significant differences among the treatments (y® =
20.89, d.f. = 2, p < 0.05), with external pollination vectors being important to increasing the
reproductive success of the species. Compared to self-pollination, wind pollination increased
fruit set at least 21.6% and insect pollination increased it an additional 48.72%. Fruit
formation was significantly different (y? = 5.08, d.f. = 1, p < 0.05; Table 2) between wind and

insect pollination.

DISCUSSION

As expected, in R. pubera floral morphology, floral and inflorescence dimensions, the
presence of four phenophases, the process of anthesis, anther dehiscence, and stigmatic
receptivity are similar to those found for R. ciliata (Costa & Machado 2012). As for R. ciliata,
pollen is the only resource for R. pubera, and both species don’t emit floral scent perceptible
by humans. Nevertheless, because R. pubera has green involucral bracts, we expected a lower
number of insect visits to flowers in comparison to visits to the white-bracted R. ciliata. A
comparison between the number of visits to the two species yielded no significant difference.
Therefore, in this case at least, the white involucral bracts of R. ciliata were not a determinant
in increasing the frequency of visits.

The times of peak visitation, however, were different for the two species. This

difference suggests that bees are more attracted to Rhynchospora ciliata, which had a greater
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number of visits during the first two hours after anthesis compared to R. pubera. When the
pollen of R. ciliata becomes scarce, around 10:00 h (Costa & Machado 2012), the frequency
of visits to R. pubera increases — it still has a high quantity of pollen per flower and, therefore,
becomes a richer and more attractive source of pollen.

Furthermore, there was a difference in the total amount of pollen produced in the two
species, with more pollen produced in R. ciliata. Pollen is a floral resource (Endress 1994,
Lunau 2000, Agostini et al. 2014), and can also have a visual signaling function through the
color and/or smell, attracting pollinators at short distances and increasing the number of visits
(Dobson et al. 1999, Lunau 2000, Ushimaru et al. 2007). According to Lunau (2000) the
effectiveness of pollen as an attractant signal depends on the amount made visible; an amount
that may vary throughout the anthesis of a flower. In this way, the high amount of pollen in R.
ciliata may attract bees and guarantees constancy of visits during the first two hours of
anthesis. Likewise, the presence of high amounts of pollen in R. pubera after two hours of
anthesis, when pollen is exhausted in R. ciliata, attracts the bees and guarantees constancy of
visits to R. pubera.

Both species have traits which are potentially attractive to bees and, because of the
presence of pollenkitt, the pollen grains can adhere to floral visitors or to each other. This
pollen aggregation may be aerodynamically disadvantageous when compared to
anemophilous species that have less aggregated pollen or ambophilous species which usually
have intermediate clumping of their pollen (Timerman et al. 2014). The large amount of
pollen present in R. pubera after 10:00 h may be related to the lower number of visits in the
first two hours of anthesis, as well as to the aggregation of the pollen grains, reducing their
dispersal by wind during the anthesis. In R. ciliata, with similarly aggregated pollen grains,
the visiting insects consume the pollen in the first two hours.

According to Cohen and Shmida (1993), flowers with a larger attractive area increase
the visibility of the inflorescence to potential insect pollinators, as well as the number of
visits. When choosing which plants to visit, insects usually adopt a foraging strategy that
minimizes their travel, and they prefer species with higher visibility which, in general,
correlates positively with higher reward. Furthermore, Vorobyev et al. (1999) verified that
bees can detect UV-reflecting white objects on a green background and, according to Spaethe
et al. (2001), this contrast with the green background makes them much more attractive than
any other less conspicuous plant. The white involucral bracts of Rhynchospora ciliata are
clearly distinct from the surrounding foliage and reflect UV light, in contrast to the green

bracts of R. pubera. The spikelets of R. pubera, however, do reflect UV light, but are much
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smaller and less conspicuous than the involucral bracts of R. ciliata. Therefore, we suggest
that the white involucral bracts of R. ciliata should attract pollinators earlier and at a greater
frequency, thus delaying visits by bees to R. pubera inflorescences.

Costa and Machado (2012) asserted that the involucral bracts of Rhynchospora ciliata
can function as an attractant over long distances, and that the anthers, enclosing the pollen
resource, also reflect UV light and may attract visitors. For R. ciliata to be visited, a reward
must be present, therefore, the lack of a pollen reward after 10:00 h (Costa & Machado 2012),
and the abundance of a pollen reward at this hour in R. pubera, as confirmed here, makes the
latter species more attractive at this time for the bees. Although less attractive than the white
involucral bracts of R. ciliata, the white spikelets scales and anthers of R. pubera also reflect
UV light and can attract pollinating insects over a significant distance.

Sympatric species with similar floral structures and phenologies, such as these two
Rhynchospora species, may compete for the services of the same pollinators (Levin &
Anderson 1970). Pollinator preference for one of the species, such as R. ciliata, could
gradually eliminate visits to the less preferred species, R. pubera as seen in the present case
(Levin & Anderson 1970). Different peaks of visitation frequency, however, provides a
temporal separation of visitation and could minimizes interspecific competition for
pollinators.

Rhynchospora ciliata and R. pubera share generalist pollinators which, according to
Ghazoul (2006), permits their co-occurrence and does not inhibit their reproduction because
of a limited availability of pollinators. An area with a larger number of flowers may be more
attractive than areas with fewer flowers, increasing the availability of floral visitors (Johnson
et al. 2012). If, however, the plant species have specialized pollination mechanisms, they
would receive fewer floral visits and subsequently have lower fertilization. Because they are
morphologically similar and provide the same kind of reward, we suggest that R. ciliata and
R. pubera together can attract more generalist pollinators and potentially facilitate the
pollination of both species, similar to found by Waser & Real (1979), Moeller (2004), and
Ghazoul (2006) with other species and families.

Insect pollination of R. pubera could potentially be facilitated by the co-occurrence of
R. ciliata since the latter, even when it no longer has pollen left (Costa & Machado 2012),
could continue to attract pollinators from long distances because the white involucral bracts,
and in this case, it may benefit R. pubera. Therefore, despite R. ciliata being more attractive,
R. pubera can take advantage of the white involucral bracts of R. ciliata nearby, with insect

visiting the exhausted pollen source of R. ciliata, thus increasing entomophily in R. pubera.
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Similarly, R. ciliata could benefit from the presence of R. pubera because of the greater
number of flowers in the area, providing more pollen reward, and the conspicuous spikelets
and anthers reflecting UV light.

Rhynchospora pubera does not rely exclusively on pollen vectors for reproduction, as
does R. ciliata, a condition considered essential to maintain ambophily (Culley et al. 2002).
Rhynchospora pubera is self-compatible and autogamous, and has a high percentage of fruit
set through both wind and insect pollination which, together, are important for the
reproductive success of the species.

The white involucral bracts and the high amount of pollen may increase the
attractiveness of R. ciliata, and are important features in maintaining ambophily in the species
(Costa & Machado 2012). Although less conspicuous, the UV reflective white spikelet scales
and white anthers of R. pubera also attract insect pollinators, and the pollination of this
species could be facilitated by its proximity to R. ciliata. Moreover, the higher amount of
pollen in R. pubera after two hours of anthesis, when the pollen in R. ciliata has been
exhausted, may attract the bees and guarantees constancy of visits to R. pubera. In the area
studied, the synchronopatry and sharing of insect pollinators by R. ciliata and R. pubera is an
important strategy for maintaining their reproductive success, especially for R. pubera.
However, further experiments with selective exclusion of each species in the field could better
explain the influence of the presence of one species to the fruit set of the other. This study
was carried out under natural conditions and we believe that future studies that perform
experiments in controlled laboratory situations may be important to better understand the
preference of the bees for inflorescences of R. ciliata. Within a phylogenetic context we are
investigating the evolution of white involucral bracts and other traits that are putatively

attractive to pollinators in Rhynchospora.
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TABLES

Table 1 Results of test of attractiveness to floral visitors of Rhynchospora ciliata and R.

pubera in the Parque Estadual Dois Irmdos, Recife, Pernambuco, Brazil.

Insect visits R. ciliata R. pubera
Total number of visits 51.4 £15.7 58.5+11.6
Frequency of Trigona spinipes 50.6% 76,1%
Frequency of Augochloropsis sp. 31.9% 0.8%
Frequency of Frieseomelitta doederleini 9.7% 3.4%

Frequency of Plebeia droryana 7.8% 19.7%
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Table 2 Results of experiments to determine pollination vectors operating in Rhynchospora
pubera along the forest edge in the Parque Estadual Dois Irmdos, Recife, Pernambuco, Brazil.

Different letters indicate significant differences between experiments.

Treatment Flowers (n) Fruits (n) Reproductive success (%)
Spontaneous self pollination 56 13 23.28
Insect exclusion 29 13 44.8

Control (natural) 31 29 93.5°
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Figure Legends

Fig. 1 Inflorescences of Rhynchospora ciliata (A) and R. pubera (B), showing the white
involucral bracts in R. ciliata and the green involucral bracts in R. pubera. C. Plebeia
droryana (Apidae, Meliponini) visiting flowers of R. pubera. D. Ultra violet light reflection
as shown by white spikelet scales and anthers of R. pubera. Arrows: a, anthers; b, bracts; s,

white spikelet scales.
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Fig. 2 The timing of floral anthesis in Rhynchospora pubera. A. Showing elongation of the
filaments, style and stigma. (A and B) at the beginning of anthesis, the dry twisting anthers
which fall off, and the dried stigma at the end of anthesis (C and D). Arrows: a, anthers; f,

filament; fb, floral bracts; o, ovary; s, stigma.
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Fig. 3 Average number of insect visits in 36 hours during six days to Rhynchospora
populations in Parque Estadual Dois Irmaos, Recife, Pernambuco, Brazil. A. Rhynchospora

ciliata. B. Rhynchospora pubera.
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ABSTRACT

In typically anemophilous families, there are species, such as Rhynchospora ciliata
(Cyperaceae), in which both wind and insects have been registered as pollen vectors
(ambophily). However, the contribution of each vector to pollination of ambophilous
species can change under different environmental conditions. Therefore, this study aimed
to determine the primary pollination system, abiotic or biotic, of R. ciliata, comparing wet
and dry seasons. We tested the following hypotheses: (1) in dry months wind is the main
pollen vector of R. ciliata; (2) in wet months insects will contribute more to reproductive
success of R. ciliata and compensate for low fruit formation by the abiotic vector. Our
hypothesis was partially confirmed. We found that higher wind speed can favor the
pollination by wind in R. ciliata even in wetter months. Because insects were less
susceptible to environmental variation, they contributed more in dry months with low
wind speed, compensating for lower fruit set by wind. High rainfall and humidity can
result in faster settling of pollen grains suspended in the air, however, rainfall does not
prevent pollination by wind. Since individuals of R. ciliata are located near the edge of
the forest, grouped quite close together, and as the inflorescence is located at the apex of
the floral scape, the wind can act as pollen vector and rainfall effects can be minimized.
The contribution of each pollen vector is important to the reproductive success of R.

ciliata and the effectiveness of the wind varies with local environmental conditions.

Keywords: ambophily; anemophily; Atlantic Forest; entomophily; environmental

variations; phenology
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INTRODUCTION

Anemophily (wind pollination) is a plesiomorphic condition in Cyperaceae (Leppik
1955; Ackerman 2000). In general, representatives of this family have anemophilous traits
that allow greater efficiency of wind as a pollen vector and have characteristics less
attractive to potential pollinators, such as small greenish flowers, lack of floral odor, lack
of nectaries, and a reduced or absent perianth (Leppik 1955; Faegri and Pijl 1979; Endress
1994; Ackerman 2000; Willmer 2011; Rech et al. 2014). However, studies have shown
that some species of Cyperaceae have conspicuous traits that can attract insect pollinators,
such as white or yellow involucral bracts and white or blue anthers (Leppik 1955; Thomas
1984; Dahlgren et al. 1985; Ramos and Fonseca 2006; Wragg and Johnson 2011; Costa
and Machado 2012; Costa et al. 2017).

The shift from anemophily to entomophily does occur (Linder 1998) and phylogenetic
analyses suggest some reversals, as in the case of Rhynchospora ciliata (Vahl) Kukenthal,
a species of Cyperaceae, a family in which the first diverging species are anemophilous
(Thomas et al. 2009). Rhynchospora ciliata was first studied by Leppik (1955), and more
recently by Costa and Machado (2012) and Costa et al. (2017) who documented the role
of the white involucral bracts and anthers in insect attraction, and ambophily as the
pollination system.

It is unclear whether ambophily is an intermediate stage in the transition from
anemophily (pollination by wind) to total entomophily (pollination by insects) or an
evolutionarily stable strategy selected for its flexibility (Friedman and Barrett 2009).
Ambophily is considered stable when the combination of vectors (wind and insects)
results in higher fruit set than in either system alone (Culley et al. 2002), as seen in R.

ciliata by Costa and Machado (2012). Both wind and biotic vectors are important to the
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pollination of R. ciliata, giving the advantage of a mixed pollination system, which can
maximize pollination under different environmental conditions as proposed by Costa and
Machado (2012). More studies on ambophily are needed in order to establish its frequency
and evolutionary relationships with animal and wind pollination (Friedman and Barrett
2009).

Rhynchospora ciliata inhabits the tropical semi-deciduous forests of the Atlantic
Forest biome, with high humidity and average annual rainfall of ca. 2000 mm (Coutinho
et al. 1998), conditions which reduce pollen transport distances and favor fast seating of
pollen grains that are suspended in the air (Whitehead 1969; Endress 1994; Rech et al.
2016). Furthermore, although the species occurs along forest edges, the dense vegetation
structure of rainforest lowers wind velocities (Whitehead 1969, 1983).

Molina et al. (2001) studied wind pollinated Plantago species and verified that pollen
concentration in the air is negatively correlated with rainfall and relative humidity and
positively correlated with temperature. These authors observed that high average wind
speed is negatively correlated with pollen concentration, and during periods of calm,
pollen concentration in the air was higher. High wind speeds, however, are important for
more effective pollen dispersal in anemophilous plants (Friedman and Barrett 2009). In a
recent study, using a global dataset, Rech et al. (2016) verified that the proportion of
plants pollinated by biotic vectors is positively associated with temperature and plant
species richness, and animal pollination was positively related to higher precipitation in
forests. Therefore, the contribution of each pollen vector, wind or insects, to reproductive
success of ambophilous species may vary according to environmental variables.

Data on the relative role of wind or insects in the pollination of ambophilous species
have been estimated for short periods, but without considering environmental seasonality

(Culley et al. 2002; Costa and Machado 2012; Wragg and Johnson 2011). Our study,
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therefore, aimed to discover which is the primary pollination system, abiotic or biotic, of
Rhynchospora ciliata in both wet and dry seasons. To do so, we tested the following
hypotheses: (1) in dry months wind is the main pollen vector of R. ciliata; (2) in wet
months insects will contribute more to reproductive success of R. ciliata and compensate

for low fruit formation by the abiotic vector.

METHODS

Species studied and study site

Rhynchospora ciliata is an herbaceous species that occurs in open areas and forest
edges. This species is native to Brazil (Alves et al. 2015) and its distribution ranges from
southern Mexico and the West Indies to Bolivia and Brazil (Thomas 1984). The
inflorescence of R. ciliata is a cluster of small spikelets (a capitulum) at the apex of each
floral scape, with each spikelet having 18.6 + 2.6 hermaphroditic flowers and a few
morphologically staminate flowers which are functionally neutral due to lack of pollen
grains in their anthers. The bisexual flowers are each subtended by one bract, and have
three stamens and a single style that bifurcates into two stigmas. The flowers show four
different floral phenophases: bud, functional flower (with filaments and style elongated),
non-functional flower, and fruit (Fig 1A). Flowering is continuous throughout the year
and only one flower of each spikelet opened each day (Costa and Machado 2012).

The fieldwork was carried out in two fragments of Atlantic coastal forest within the
city of Recife, Pernambuco, NE Brazil. Both are tropical semi-deciduous forest and
experienced a distinct dry season (Thomas and Barbosa 2008). Historical weather data for
Recife shows that, in general, September to January is the dry season, with less than 100

mm of rainfall per month. The other months are wetter, ranging 150 to 400 mm of rainfall
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per month (INMET 2016). During our study, however, we used the actual rainfall of each
month in order to classify it as dry or wet. Months with less than 100 mm of rainfall were
considered dry, and those with more were considered wet. At the study site, the dry
months are also characterized by humidity around 70%, average maximum temperatures
of 28°C, and average wind speed of ca. 4m/s. In the rainy months, the humidity is ca.
80%, the average temperature is ca. 31°C, and the average wind speed is 6 m/s.

From August 2007 through July 2008 the study sites were three natural populations of
R. ciliata, located at the edge of a 367 ha forest, the Parque Estadual Dois Irmaos (8°7" S,
34°52° 'W). For six months, from September through December 2014 and January and
April 2015, we also studied one natural population of R. ciliata at the forest edge in a 10.7
ha forest fragment, the Jardim Botanico do Recife, (08°04 S, 34°59° W). A voucher
specimen from each site was deposited in the Herbarium UFP — Geraldo Mariz (UFP nos.

53,313 and 77,762).

Phenology

For the analysis of reproductive phenology, we checked the duration of individual
flowers and the inflorescence. Ten inflorescences in each of the three populations of
Rhynchospora ciliata at the Parque Estadual de Dois Irmé&os were selected, and used to
track phenophases of bud formation, flowering, and fruit development; the number of
spikelets on each marked scape was also counted. Every time the flowers of an
inflorescence opened, fruited, dispersed their fruits, and entered senescence, we marked
new inflorescences, totaling, in six replicates of three populations each, 180 inflorescences
monitored over twelve months, from August 2007 to July 2008.

To check for a possible difference between the number of flowering scapes in the

population in wet and dry months, we analyzed the reproductive phenology of
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Rhynchospora ciliata. For six months, at the Jardim Boténico do Recife, we recorded the
peak of floral scape production, using an index adapted from Fournier (1974), in which
scores of 0 to 4 were used to record the density of flowering scapes as a percentage of the
plants in the clump: 0 = no scapes; 1 = scape density between 1% and 25%; 2 = scape
density between 26% and 50%; 3 = scape density between 51% and 75%; and 4 = scape
density between 76% and 100%. A t-test was used to verify differences between density

of flowering scapes in wet and dry months.

Environmental data

Rainfall, relative humidity, temperature, maximum wind speed and average wind
speed at the studies sites were obtained from the National Institute of Meteorology-
INMET (table 1). Before the analyses, we verified possible correlation between the
environmental data. We confirmed the positive correlation between rainfall and humidity
(r=0.96; p< 0.05), the negative correlation between rainfall and temperature (r=-0.88; p<
0.05), the negative correlation between humidity and temperature (r=-0.92; p<0.05), and
the lack of correlation between rainfall, humidity and temperature with maximum and
average wind speed (r<0.7; p>0.05). Therefore, for the following analyses we just
considered uncorrelated environmental variables, such as rainfall, maximum wind speed
and average wind speed. All the data were tested for homoscedasticity and normality. The
non-normal data were transformed using the square root. Statistical tests were carried out

using the package Statistica 13.1, and for all analyses we considered a= 0.05.

Reproductive system
To test the two hypotheses, we carried out controlled pollination experiments to

verify the contribution of both the biotic and abiotic pollen vectors to the reproductive
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success of Rhynchospora ciliata. We carried out the experiment six times, once in each of
six months, September through December 2014, and January and April 2015. In each
month we used ten inflorescences from different scapes with pre-anthesis flower buds in
each of the following experiments: (1) testing for anemophily, in which the ten
inflorescences were isolated in thin fabric bags (tulle) with a 1.65 mm mesh, preventing
contact with insects but allowing free passage of pollen carried by the wind; and (2) testing
for spontaneous self-pollination, in which ten inflorescences were covered with semi-
permeable paper bags, preventing both the passage of pollen carried by the wind and the
access of insects to flowers. At the same time, we measured natural pollination through
both biotic and abiotic pollen vectors, from ten marked and uncovered inflorescences
(control). This experiment allowed us to compare the treatments, revealing the formation
of fruits only by wind as pollen vector. Comparing the control with the two treatments, we
had a measure of fruit set only by insects. A chi-square (x?) analysis was used to test for
differences between treatments in each month (pairwise). In addition, a multiple linear
regression was used to verify whether the environmental variables favor fruit set by one of
the pollen vectors - also applying a principal component analysis (PCA) to confirm our
results. Environments variables, such as rainfall, maximum wind speed, and average wind
speed were considered independent variables, and the contribution of wind and insects to

fruit set were considered dependent variables.

Floral visitors

During the same period, from September through December 2014, and January and
April 2015, we carried out field observations to record average number of flower visitors
on the study plants in a 1 m? area, from 0830 to 1200 h, during anthesis. The counting was

done on a single day for each month and was replicated in a separate 1 m?2 area on the
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same day, giving a total of 8 h of observation per month, and 48 h in total. Insects that
came in contact with reproductive structures and were able to transfer pollen grains from
one individual to the stigma of another individual were considered effective pollinators.
Those that collected pollen but were not able to transfer pollen from one individual to the
stigma of another individual were considered pollen robbers.

Flower visitors were captured using large-mouthed containers and then, they were dry
mounted and deposited as voucher specimens in the entomological collection of the
Laboratory of Floral and Reproductive Biology of the Universidade Federal de
Pernambuco, Brazil. We carried out linear regressions to determine whether the quantity
of visits was correlated with amount of fruit set by insects, and with environmental
variables. For this analysis we just considered the effective pollinators.

Multiple linear regressions were used to understand if there is a significant relationship
between the contribution of insects to fruit set (dependent variable) in Rhynchospora
ciliata and the number of visits of insects (independent variable) in this species. This
analysis was also performed to check if there is a significant relationship between number
of visits of effective pollinators (dependent variable) and environmental variables, such as

rainfall, maximum wind speed and average wind speed (independent variables).

RESULTS

Phenology

We verified that scapes exhibited young spikelets from the moment they emerge from
the rhizome, and their development pattern lasted about two months. The number of
spikelets increases with time (from 3 - 5 in the beginning of the formation of the spikelets

to 15 — 17 at maturity) as well as the number of flowers on each scape. Few (10 to 15)
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flowers opened on an inflorescence per day. After one and a half months, however, all
flowers had matured and dispersed their fruits, with the scapes entering into senescence.
There was no difference between the number of scapes with functional flowers in the wet

and dry periods (t=0.6209; df =4; p= 0.56).

Reproductive system

In the pollen vector exclusion experiments, we verified that the participation of both
wind and insects in fruit set varied over time (Table 1). September (wind + self-
pollination vs. self-pollination: »* =95.5, df =1, p=0.05) and October (* =119.96, df =1,
p<0,05) were the months when wind contributed more to fruit set. Excluding the
percentage of fruits set by self-pollination, wind increased fruit set by more than 50% in
these months. There was a significant difference between the treatments of wind
pollination and spontaneous self-pollination in December (* =9.05, df =1, p<0.05) and
April (* =4.63, df =1, p<0.05), but in these months, wind contributed less than 20% to
fruit set. Environmental variables, such as high rainfall, maximum wind speed, and
maximum average wind speed were positively related to higher fruit set by wind
(R?=0.98, p=0.01) (Fig. 2). However, multiple regression analysis indicates that rainfall
and maximum wind speed are the environmental variables that effectively predict the fruit
set by wind (Table 2).

Fruit set by insects was significantly different from that by wind pollination and self-
pollination in the months of November (self-pollination + wind vs. self-pollination + wind
+ insect: ¥ =9.64, df =1, p<0,05), December (,* =5.54, df =1, p<0.05), January, when it
was higher (,* =15.43, df =1, p<0.05), and April (* =30.61, df =1, p<0,05) (Table 1).
Variation in insect pollination in Rhynchospora ciliata was independent of the

environmental variables (R?=0.87; p=0.07) (Fig. 3).
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There was no significant correlation between the number of visits by pollinators and
the fruit set by insects (R?=-0.22; p=0.76) (Fig. 4A). As stated above, there was also no
significant correlation between the number of visits of pollinators and environmental
variables, such as rainfall, maximum wind speed, and average wind speed (R’=0.55;
p=0.25) (Fig. 4B). Pollination by insects was more or less constant and contributed more
in months in which wind pollination was less efficient. Therefore, the biotic pollen vector
was not sensitive to environmental variations. Thus, the PCA analysis allowed us to verify
that rainfall and maximum wind speed explain more than 95% of the variation in fruit set

by wind (Fig. 5).

Floral visitors

We recorded six bee species, Apis melifera L., Trigona spinipes Fabricius, Plebeia sp.
Friese, Frieseomelitta doederleini Friese, and three Halictidae species on flowers of
Rhynchospora ciliata, all of them collecting pollen. In addition to the bees, we recorded
three species of flies, two species of beetles, and one wasp visiting flowers of R. ciliata.
When approaching, bees and flies go straight to the anthers of the flowers and contacted
anthers and stigmas with the ventral part of their abdomen — they were considered
effective pollinatiors. Beetles and wasps were considered occasional pollinators or pollen
robbers (Fig. 1B-D). The visits of pollinators and pollen robbers were more frequent

between 0800 and 1000 h, and no visit was recorded after 1200 h.

DISCUSSION

The flowering pattern of Rhynchospora ciliata is continuous (sensu Newstrom et al.

1994) at the population level, with production of a few flowers per day, per inflorescence
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over a long period of time, associated with the ‘steady state’ strategy (Gentry 1974).
Therefore, the lack of significant variation in the number of inflorescences may play an
important role to the visual memory that bees have of flowers, providing their feeding
needs and assuring constancy of visits and cross-pollination by these pollen vectors. In R.
ciliata, bees can increase fruit set up 39% (Costa and Machado 2012).

According to the results presented here, our hypothesis was partially confirmed. The
insects contributed more to fruit set of R. ciliata in the months in which wind was less
efficient. However, we expected that in wetter months, wind pollination in R. ciliata
would be less efficient, but this pollen vector contributed more to fruit set of R. ciliata in
these months, when the maximum wind speed was also higher. According to Whitehead
(1983) low rainfall and humidity are the most suitable environmental conditions for wind
pollination. Periods of high rainfall and humidity result in faster settling of pollen grains
suspended in the air (Whitehead 1969; Whitehead 1983; Molina et al. 2001) but
Whitehead (1983) believes that this does not prevent the pollination by wind, an idea that
was corroborated in this study.

Although wind pollination is generally considered a less precise process compared to
biotic pollination, it succeeds in places where the pollen transport by the wind is not
obstructed by dense vegetation and where many individuals of the same species grow
close to each other (Leppik 1955; Faegri and Pijl 1979; Regal 1982; Endress 1994,
Bowker and Crenshaw 2007). In this sense, individuals of Rhynchospora ciliata are often
found along the edge of the forest and grouped close together, allowing wind to be
effective in pollination and minimizing the inhibiting effects of high rainfall and humidity
(Whitehead 1983). As Bawa and Crisp (1980) demonstrated in the case of Trophis
involucrata W.C. Burger (Moraceae), individuals which are very close to each other can

be wind pollinated even in a high rainfall environment. Furthermore, the inflorescence
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position at the top of the floral scape, as in R. ciliata, might minimize the negative
environmental effects (Whitehead 1983). Although pollinators were fairly constant and
less sensitive to environmental variations, abiotic pollination can offer an escape from
dependency on pollinators, if there is a limitation of pollinators in space or time (Cox and
Grubb 1991; Goodwillie 1999), and represent an alternative to self-pollination
(Goodwillie 1999).

The lack of a significant difference between the number of visits of bees and flies in
the dry and rainy periods supports the conclusion that insects are more directional and less
susceptible to environmental variation than is wind pollination (Faegri and Pijl 1979;
Endress 1994; Costa and Machado 2012). However, some studies have shown that rain
and high humidity have a strong negative impact on insects such as bees foraging for
pollen. These insects prefer drier environments and higher temperatures (Wratt 1968; Peat
and Goulson 2005; Puskadija et al. 2007). According to Peat and Goulson (2005), bees
that collect pollen avoid dew or rain water droplets, which would make grooming pollen
into the corbiculae difficult.

Although insects contributed more to fruit set of Rhynchospora ciliata in months with
lower precipitation, lower humidity, and higher average temperatures, in the wetter
months fruit set by anemophily was so high that insects could not contribute significantly
to the reproductive success of R. ciliata. In the drier months, when wind is a less effective
vector, insects are essential to maintaining high levels of sexual reproduction of this
species. According to Culley et al. (2002), the establishment of an ambophilous system
can be maintained when the combination of vectors (wind and insects) results in higher
fruit formation than in either system independently. This situation with R. ciliata may
occur in dry months where insects compensates for the pollination services of the wind.

Therefore, we suggest that the contribution of each pollen vector is important to the
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reproductive success of an ambophilous species, and it depends on the local
environmental conditions such as precipitation and maximum wind speed. This reinforces

the idea that ambophily can be a stable pollination system.
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Table 1 Contribution of wind and insects to reproductive success of Rhynchospora ciliata,

and environment variables, September to December 2014 and January and April 2015.

SSP: Spontaneous Self-Pollination; WP: Wind Pollination; IP: Insect Pollination; R:

Rainfall; H: Humidity; T: Temperature; MWS: Maximum Wind Speed; AWS: Average

Wind Speed.

SSP WP IP R H T MWS AWS
Months

(%) (%) (%)  (mm) (%) (°C) (mfs) (m/s)
Sep 7.3 64.43 3.73 248.9 80.28 2847 5 1.89
Oct 3.71 51.69 8.41 146.5 78 29.13 6.7 2.10
Nov 16.39 10.54 18,55 56 70.87 30.5 3.8 1.80
Dec 12.4 17.8 1842 713 71.5 30.75 4.2 1.86
Jan 4.34 8.16 30.87 654 71.29 3164 4.3 2.24
Apr 13.79 14.02 19.3 74.6 71.61 31.63 35 1.58
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Table 2 Results of multiple regression to investigate the influence of environmental
variables (R: Rainfall; MWS: Maximum Wind Speed; and AWS: Average Wind Speed)

(independent variables) on fruit set by Wind and Insects.

Wind Insects
Variable _ _

Coefficient S.EE t p-value Coefficient S.E t p-value
R 0.46 0.06 818 0.01 -0.28 0.09 -3.26 0.08
MWS 4.11 0.88 4.68 0.04 -2.07 135 -153 0.26

AWS -6.53 212 -3.08 0.09 6.77 3.26 207 0.17
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FIGURES

Fig. 1 Inflorescence (A) and pollinators, Halictidae sp. (A), Frieseomelitta doederleini
Friese (B) and Trigona spinipes Fabricius (C) of Rhynchospora ciliata (Vahl) Kiik., at the

Jardim Botanico do Recife, in Pernambuco, Brazil.
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MWS and AWS (m/s)

MWS and AWS (ms)

Fig. 2 Relation between the wind (A) ans insects (B) contribution to reproductive success
(fruit set) of Rhynchospora ciliata (Vahl) Kuk. under different environmental conditions,

such as rain and maximum wind speed (MWS) (closed circle) and rain and average wind
speed (AWS) (open circle).
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Fig. 3 Relation between number of visits and the contribution of insects to reproductive
success (fruit set) in Rhynchospora ciliata (Vahl) Kik (A), and between number of visits
under different environmental conditions, such as rain and maximum wind speed (MWS)

(closed circle) and rain and average wind speed (AWS) (open circle) (B).
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Fig. 4 PCA analysis of the influence of environmental variables: rain, maximum wind

Rhynchospora ciliata (Vahl) Kuk. by wind and insects.

speed (MWS) and average wind speed (AWS) to the reproductive success of
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RESUMO

Ambofilia (polinizacdo pelo vento e insetos) tem sido reportada para alguns géneros de
Cyperaceae, familia considerada essencialmente anemofila, tais como em Rhynchospora.
Acdo dos vetores de pdlen pode variar dependendo das condi¢des microclimaticas locais em
um fragmento florestal. Rhynchospora cephalotes € uma espécie ambofila que apresenta
individuos localizados em borda e interior de fragmentos florestais, que estdo sob diferentes
condi¢des microclimaticas. Portanto, este estudo teve como objetivo verificar a participacdo
dos vetores bidtico e abioticos de pdlen no sucesso reprodutivo de individuos de R. cephalotes
localizados na borda e no interior de mata. Testamos a hip6tese de que ha maior participagdo
do vento na polinizacdo dos individuos localizados na borda e maior participacdo dos insetos
na polinizacdo dos individuos localizados no interior de mata. As observacdes de campo
foram realizadas em um fragmento de Floresta Atlantica na Reserva Bioldgica de Guaribas,
Paraiba, NE do Brasil, sendo quantificadas as visitas de insetos, a velocidade do vento e
testado o sucesso reprodutivo de individuos de R. cephalotes localizados na borda e no
interior da mata. Confirmando nossa hipdtese, verificamos menor nuimero de visitas de
abelhas polinizadoras nos individuos localizados na borda da mata, onde a velocidade do
vento foi significativamente maior que a existente no interior. Abelhas foram os vetores de
pélen que mais contribuiram para a formacdo de frutos (73.3%) dos individuos localizados
interior de mata, ja o vento foi o principal vetor para os individuos da borda da mata (76.6%
dos frutos formados). Essa gangorra na troca de lideranca dos papéis desempenhados por cada
vetor de polen, nos dois tipos de ambientes testados, garante elevada producdo de frutos de R.
cephalotes em qualquer dos ambientes do fragmento florestal.

Palavras-chave: ambofilia; Cyperaceae; efeito de borda; fragmento florestal; Rhynchospora;
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INTRODUCAO

Ambofilia (polinizacéo por vento e por insetos) é um sistema de polinizacdo misto que
tem sido registrado para diversas espécies de Cyperaceae, familia considerada tipicamente
anemdfila (polinizada pelo vento) (Wragg e Johnson 2011; Costa e Machado 2012; Costa et
al. em prep.; capitulo 1 desta tese). Neste sistema de polinizacdo as espécies apresentam
atributos que podem ser considerados atrativos para insetos, tais como emissdo de volateis
florais, bracteas involucrais e/ou florais brancas, anteras brancas ou amarelas, bem como
possuem estruturas adaptadas a polinizacdo pelo vento, como anteras com grande quantidade
de grédos de pdlen, secos, e estigma exposto, com grande area superficial que facilita a coleta
de gréos de pdlen no ar (Leppik 1955; Culley et al. 2002; Wragg e Jonhson 2011; Costa e
Machado 2012; Yamasaki e Sakai 2013; Rios et al. 2014; Costa et al. em prep.; capitulo 5
desta tese).

A ambofilia pode ser considerada um sistema de polinizacdo estavel, em que ambos,
vento e insetos, podem atuar de forma combinada para aumentar o sucesso reprodutivo da
espécie de maneira que a formacdo total de frutos € maior quando ambos os vetores estdo
atuando (Culley et al. 2002; Costa e Machado 2012; Costa et al. em prep.; capitulo 1 desta
tese). Segundo Linder (1998), em espécies ambdfilas, embora as flores sejam visitadas e
polinizadas por insetos, grande quantidade de polen € dispersa pelo vento e, se por alguma
razdo um dos vetores de polinizacdo faltar, como os insetos, o outro pode ocorrer de forma
que a presenca de atributos para a polinizacdo pelo vento, mesmo ao custo de uma polinizacdo
bidtica efetiva, constituiria uma vantagem seletiva. Em um estudo sobre a varia¢do temporal
da participacdo dos vetores de pélen de Rhynchospora ciliata, uma espécie ambdfila de
Cyperaceae, Costa et al. (em prep.; capitulo 3 da tese) verificaram que a contribuicdo do
vento e dos insetos para a formacdo de frutos é bastante variavel, dependendo de fatores
climaticos, sendo o vento e a chuva variaveis ambientais importantes para determinacdo do
principal vetor de poélen.

Além das variagBes temporais presentes em um ecossistema, ha também variacOes
microclimaticas, que podem ser graduais em fragmentos florestais, da borda até o interior,
influenciando nas interacGes ecoldgicas (Rodrigues 1998a, 1998b; Chen et al. 1999; Davies-
Colley et al. 2000). Alteragdes microclimaticas proximas da borda de um fragmento podem
modificar ou prejudicar funcfes ecossistémicas devido ao aumento de luz e temperatura, que

podem, por exemplo, limitar a presenca de insetos; além disso, ventos mais fortes e baixa
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umidade s&o caracteristicos da borda e podem interferir em processos ecoldgicos (Rodrigues
1998a, 1998b; Chen et al. 1999).

Rhynchospora cephalotes (L.) Vahl., outra espécie ambdfila de Cyperaceae (Costa et
al. em prep.; e capitulo 1 desta tese), apresenta individuos distribuidos na borda e no interior
de fragmentos florestais. Utilizando esta espécie como modelo, esse estudo teve como
objetivo verificar e comparar a participacdo dos vetores bidtico e abioticos de pdlen no
sucesso reprodutivo de individuos que se encontram nos dois diferentes ambientes. Além
disso, testamos a hipOtese de que ha maior participacdo do vento na polinizacdo dos
individuos de R. cephalotes localizados na borda e maior participacdo dos insetos na

polinizag&o dos individuos localizados no interior de mata.

METODOS

Local de estudo e espécie estudada

Este estudo foi realizado em um remanescente de Floresta Atlantica, na Reserva
Biologica de Guaribas, no fragmento florestal Sema 2, uma area de 3.378,2 ha, localizado no
municipio de Mamanguape, Paraiba (06°40°40" e 06°44°59" S, 41°12°47" ¢ 41°07°11” W). As
observacgdes de campo se estenderam por trés anos, de novembro de 2013 a fevereiro de 2015,
durante os meses de floracdo da espécie, que abrange os meses de dezembro a julho. A borda
da mata foi determinada segundo recomendacdo de Rodrigues (1998a, b), que aponta que 0s
efeitos de borda, tais como alta incidéncia de luz e baixa umidade sdo minimizados a partir de
35 metros de distancia da margem do fragmento florestal. Portanto, ap6s 35 metros de
distancia da beira do fragmento consideramos como interior da mata. Contudo, para testar a
hipbtese deste estudo, os individuos utilizados nos experimentos da borda foram escolhidos
em até 10 metros de distancia da beira do fragmento para que os efeitos da borda fossem
maximos. Ja os individuos de interior de mata foram escolhidos ap6s 100 metros da borda do
fragmento para evitar ao maximo qualquer efeito de borda.

Rhychospora cephalotes é uma espécie nativa que ocorre em matas umidas e
semideciduas e nas bordas das mesmas em toda America tropical (Alves et al. 2015, Thomas
1994). A antese se inicia por volta das 07:00 horas, com exposi¢do gradual das anteras e
estigmas, que se torna receptivo as 08:00 h, e termina as 12:00 horas, caracterizada pela queda
das anteras e auséncia de receptividade do estigma. R. cephalotes apresenta inflorescéncia
terminal do tipo capitulo formado por espiguetas compostas de 4 a 8 flores aclamideas e

bissexuais. Dentre os atributos florais considerados atrativos para insetos estdo a emissao de
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odor intenso e doce, a coloracdo branca das anteras. A exposi¢cdo das anteras que produzem
grande quantidade de grdos de pélen (ca. de 11.240,4 + 292.7) e o estigma bifido, cuja area
receptiva facilita a polinizacdo pelo vento. Trés espécies de abelhas polinizam R. cephalotes,
sendo Plebeia sp. a mais frequente (58.9%), seguida por Trigona spinipes (21.2%) e uma

espécie da familia Halictidae (19.9%) (Costa et al. em prep.; capitulo 1 desta tese) (Fig. 1).

Visitantes florais

Para testar a hipdtese deste estudo foi contabilizada a quantidade de visitas de
polinizadores bioticos em individuos localizados no interior e na borda da mata, sendo para
cada ambiente delimitada uma area de 1m?. Nesta area amostral foram ent&o quantificadas as
visitas as flores de R. cephalotes durante todo o periodo de antese, das 0800 as 1500 hs,
durante seis dias em cada ambiente, totalizando 42 horas de observacdo em cada area. Além
disso, foi analisado o comportamento dos insetos nas flores, classificando os visitantes como
pilhadores, polinizadores eventuais e polinizadores efetivos, de acordo com o local e
frequéncia de contato com as estruturas reprodutivas das flores no corpo dos insetos.
Possiveis diferencas de quantidade de visitas de insetos entre as localidades foram verificadas
através do teste t, a=0.01. Os dados foram previamente testados quanto a normalidade e
homocedasticidade utilizando o teste de Lilliefors. Para este e demais testes estatisticos
utilizamos o programa BioEstat 5.3 (Ayres et al. 2007).

Velocidade do vento

A velocidade do vento foi medida na borda e no interior de mata utilizando um
anemdmetro digital portatil (TFA 7607.01.0.00, Alemanha). As medidas de vento foram
tomadas no periodo da manhd, apds o inicio da antese de R. cephalotes, entre 08:00 e 10:00
hs, posicionando o anem6metro na altura das inflorescéncias (entre 40 e 60 cm da altura a
partir do solo). No total foram feitas 30 medidas de vento para cada area em dois dias
diferentes, sendo coletadas 15 medidas por dia para cada ambiente. Possiveis diferencas de
velocidade do vento entre as areas (borda vs interior) foram verificadas através do teste t,
a=0.01. Os dados foram previamente testados quanto a normalidade e homocedasticidade
utilizando o teste de Lilliefors e devido a ndo normalidade dos dados e heterocedasticidade, 0s

dados foram transformados em logaritmos na base 2.
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Sistema de polinizagéo

Para definir o principal vetor de polinizacdo de R. cephalotes na borda e no interior da
mata foram realizados 0s seguintes experimentos, seguindo os protocolos de Costa &
Machado (2012), em pelo menos 10 individuos diferentes para cada tratamento: (1)
autopolinizacdo espontdnea, no qual inflorescéncias com botGes em pré-antese foram
encobertas com papel semi-impermeavel, impedindo a acdo do vento e de insetos; (2)
Polinizacdo pelo vento, no qual inflorescéncias foram ensacadas com tecido cuja malha tem
abertura que permitia a passagem dos graos de pdlen, mas ndo de insetos; e (3) Polinizacdo
natural (controle), no qual inflorescéncias foram deixadas expostas em condi¢es naturais
para serem polinizadas pelos vetores de pdlen, bidticos e/ou abidticos. Comparando (1) com
(2) pode-se inferir a participacdo do vento, e (3) com (2) e (1) a participacdo dos insetos no
sucesso reprodutivo.

Para analisar o papel de cada vetor de pdlen dentro de cada ambiente (borda e interior)
e a possivel diferenca entre os tratamentos 1, 2 e 3 foi realizado teste Qui-quadrado. Para
verificar diferencas nos sistemas de polinizacdo, anemofilia e entomofilia, entre individuos de
interior e borda de mata foi aplicada uma tabela de contingéncia 2 x 2. Para isto, 1) utilizamos
os valores de formacdo de fruto por cada vetor de pélen, excluindo a formacédo de frutos por
autopolinizacao espontanea, para quantificar os frutos formados pela polinizagéo pelo vento, e
2) excluimos a formacgdo de frutos por autopolinizacdo espontanea e pelo vento, para
quantificar os frutos formados pela acdo dos insetos. Considerou-se a=0.01. Ambos 0s
tratamentos foram realizados durante todo o periodo de floracdo da espécie, entre os meses de
dezembro & abril de 2014.

RESULTADOS

Visitantes florais

Flores de Rhynchospora cephalotes séo visitadas por abelhas durante todo o periodo
de antese, das 08:00 as 12:00 hs e por todo periodo de floracdo. As trés espécies de abelhas
polinizadoras foram observadas tanto em individuos localizados na borda como no interior da
mata, contudo, a quantidade média de visitas total das trés abelhas nas flores dos individuos
da borda (16.5 + 6.74 visitas por dia em um agrupamento) foi significativamente menor do
gue a gquantidade de visitas das abelhas nas flores dos individuos localizados no interior da
mata (36.83+7.46) (t = 4.94; gl.=10; p<0.01) (Fig. 1 B e Fig. 2).
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Velocidade do vento

A velocidade do vento variou bastante entre a borda e o interior da mata. Na borda, a
velocidade média do vento foi de 6.16 £ 1.66 km/h, alcancando maxima de 10.7 km/h.,
enguanto no interior da mata, a velocidade do vento foi de 3.5 £ 0.65 km/h, com méaxima de

5.3 km/h, velocidade significativamente menor do que na borda (t = 10.10; gl.= 58; p<0.01).

Sistema de polinizagéo

A partir dos experimentos realizados para verificar a participacdo de cada vetor de
polen verificou-se que nos individuos localizados na borda da mata ha diferencas
significativas entre os tratamentos de autopolinizacdo espontanea e polinizacdo pelo vento
(autopolinizagdao espontanea vs autopolinizagdo espontanea + polinizagdo pelo vento: XZ =
19.36; gl.=1; p<0.01). Porém, ndo houve diferenca significativa entre polinizacdo pelo vento e
o controle (autopolinizacdo espontanea + polinizacdo pelo vento vs autopolinizagdo
espontdnea + polinizagdo pelo vento + polinizagdo por insetos: ¥*=0.3; gl.= 1; p=0.58).
Portanto, o vento € principal vetor de polen dos individuos de R. cephalotes localizados na
borda do fragmento florestal (tabela 1).

J& nos individuos de R. cephalotes localizados no interior da mata o vento ndo foi um
vetor de pdlen eficiente, ndo havendo diferenca significativa entre a autopolinizacdo
espontanea e a polinizacdo pelo vento (autopolinizacdo espontdnea vs autopolinizagao
espontanea + polinizagdo pelo vento: ¥ = 2.27; gl.=1; p=0.22). Contudo os insetos foram os
principais vetores de polen destes individuos no interior da mata (autopolinizacdo espontanea
+ polinizacdo pelo vento vs autopolinizagdo espontdnea + polinizacdo pelo vento +
polinizacdo por insetos: ¥?=10.3; gl.= 1; p<0.01) (tabela 1).

A partir da tabela de contingéncia (tabela 2) foi possivel verificar essa gangorra de
sistemas de polinizacdo, na qual anemofilia € o principal sistema de polinizagdo nos
individuos localizados na borda, enquanto entomofilia € o principal sistema dos individuos

localizados no interior da mata (x*=14.09; gl.=1; p<0.01).
DISCUSSAO

A variacdo espacial da participacdo dos vetores de polen na reproducdo de
Rhynchospora cephalotes é um dado que nos permite entender a importancia do
estabelecimento da ambofilia em espécies de familias tipicamente anemofilas, como

Cyperaceae. Na literatura ainda ndo esta evidente se a ambofilia é um estagio intermediario na
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transicdo da anemofilia para uma total entomofilia ou se é um sistema de polinizagdo estavel
(Friedman e Barret 2009). Neste estudo, a confirmagdo da participacdo do vento como
principal vetor nos individuos localizados na borda e dos insetos nos individuos localizados
no interior de mata, reforca os dados de Costa et al. (em prep.; capitulo 3 desta tese). Os
autores (Costa et al., em prep.; capitulo 3 desta tese) verificaram que a atuagdo do vento e
insetos depende das condigdes ambientais locais, de forma que um vetor pode compensar a
auséncia ou a baixa formacéo de frutos do outro, sendo indicativos de que a ambofilia é um
sistema de polinizacdo estavel, visto que uma espécie pode se beneficiar de ambos os vetores
de polen, mesmo que em momentos ou locais diferentes.

A ambofilia pode ser mais comum em florestas tropicais e subtropicais do que se
pensava anteriormente devido a sua vantagem em assegurar a reproducdo sob condicdes
variadas (Yamasaki e Sakai 2013; Gong et al. 2016). Além disso, quando atuam juntos, 0
vento e 0s insetos podem produzir mais frutos do que cada sistema de polinizacdo
separadamente (Culley et al. 2002; Costa e Machado 2012; Costa et al., em prep.; capitulo 1
da tese). Outra evidéncia do carater positivo desta estratégia é o fato de a ambofilia ter surgido
diversas vezes de forma independente em diferentes familias de plantas (Rech et al. 2014).

A frequéncia de visitas mais baixa nos individuos de R. cephalotes localizados na
borda da floresta pode estar relacionada aos efeitos de borda. A maioria dos estudos
realizados sobre a influencia do efeito de borda atuando nas relagdes planta — polinizador
indicam efeitos negativos (Burgess et al. 2006; Hadley e Betts 2012), sendo raramente
positivas ou neutras (Burgess et al. 2006). Os insetos sdo susceptiveis aos efeitos de
fragmentacdo, podendo haver mudangas na riqueza, composi¢do, abundancia e
comportamento de vérias guildas de polinizadores (Didham et al. 1996; Viana et al. 2012). A
fragmentacdo pode afetar, portanto, de forma indireta as interagbes planta - polinizador e o
comportamento dos insetos, resultando em baixa formacdo de frutos (Aizen e Feinsinger
1994; Didham et al. 1996; Hadley e Betts 2012). Alem disso, quanto maior a distancia do
fragmento em direcdo & matriz menor a diversidade a abundancia de insetos e,
consequentemente, menor serd a frequéncia de visitas (Chacoff e Aizen 2006; Bailey et al.
2014).

A alta velocidade do vento medida na borda do fragmento é comum para ambientes
abertos, quando comparada com ambientes mais fechados, como interior de florestas
(Rodrigues 1998a, 1998b; Davies-Colley et al. 2000; Damschena et al. 2014). Esta alta
velocidade do vento, uma das condigfes ambientais importantes para a ocorréncia da

polinizacdo pelo vento (Friedman e Barrett 2009; Costa et al. em prep.; capitulo 3 desta tese)



102

pode estar relacionada a alta formacdo de frutos nos individuos de R. cephalotes no
experimento de polinizagdo pelo vento. Desta forma, a participacdo dos insetos, que foram
pouco frequentes, ndo foi importante para os individuos localizados na borda da mata.

Ja no interior da floresta, em que ha baixa velocidade de vento, este ndo contribuiu
para a formagédo de frutos, diferentemente do encontrado por Anderson et al. (1988), na
palmeira Attalea speciosa Mart. Ex Spreng. (= Orbignya phalerata Mart.) que verificou que a
polinizacdo pelo vento ocorreu na borda e no interior da floresta, sendo, contudo, mais
importante nos individuos da borda da mata. No ambiente mais fechado, os efeitos de borda
sdo ausentes ou minimizados (Rodrigues 1998a, 1998b; Davies-Colley et al. 2000;
Damschena et al. 2014), permitindo que os insetos ocorram em maior abundancia e riqueza
(Didham et al. 1996), desta forma, os insetos puderam contribuir mais para formacdo de
frutos dos individuos de R. cephalotes localizados no interior da mata.

Portanto, neste estudo concluimos que essa gangorra de troca de lideranca nos papéis
desempenhados por cada vetor de pdlen, nos dois tipos de ambientes testados, sendo maior
pelo vento na borda e maior pelos insetos no interior da mata, garante elevada e equivalente

producdo de frutos dessa espécie de Rhynchospora nos dois ambientes do fragmento florestal.
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TABELAS

Tabela 1. Sucesso reprodutivo (SR) de individuos de Rhynchospora cephalotes localizados na
borda e no interior da mata da Reserva Biologica de Guaribas, no NE do Brasil, submetidos a
diferentes tratamentos AE: autopolinizacdo espontanea, PN: polinizagdo natural (controle),
PV: polinizagéo pelo vento (+AE). Diferentes letras indicam diferenca significativa entre os

tratamentos em cada ambiente.

Ambiente Tratamento Inflorescéncia flor fruto SR (%)
AE? 13 30 1 3.333333
Borda PV® 11 30 24 80
coP 12 30 29 96.66667
AE? 14 30 3 10
Interior PV2 10 30 8 26.66667

co® 11 30 27 90
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Tabela 2. Frutos formados por acdo do vento e de insetos em individuos de Rhynchospora
cephalotes localizados na borda e no interior da mata da Reserva Bioldgica de Guaribas, no
NE do Brasil.

Sistema de polinizagdo/ Ambiente Borda Interior
Polinizagéo pelo vento 24 (76.6%%) 8 (16.6%%)
Polinizagéo por insetos 5 (20%%) 19 (73.3%%)

*Entre parénteses a porcentagem de frutos formada apenas pelo vetor de polen (vento ou
insetos)
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FIGURAS

Figura 1. Inflorescéncia de Rhynchospora cephalotes (A) e registro de visita de abelha
Plebeia sp. (B).
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Figura 2. Quantidade média de visitas em Rhynchospora cephalotes na borda e no interior da

mata da Reserva Bioldgica de Guaribas, em Mamanguape, Paraiba, Brasil.
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RESUMO

A tribo Rhynchosporaeae (Rhynchospora + Pleurostachys) pertence a uma familia
essencialmente anemofila, contudo, atributos florais anemofilos estdo presentes no grupo. A
andlise destes atributos associados aos sistemas de polinizacdo da tribo permite entender e
estimar a histéria evolutiva sobre o surgimento destes caracteres. Portanto, este estudo teve
como objetivo realizar a reconstrucdo ancestral de caracteres relacionados a anemofilia e a
entomofilia na Tribo Rhynchosporeae. Para isso, uma arvore filogenética foi construida a
partir de sequencias trnL/F utilizando anélise de Méxima verossimilhanga. Atributos florais
relacionados a anemofilia e entomofilia foram observados em trés réplicas de 79 espécies da
tribo Rhynchosporae e em duas espécies de Carex, grupo irméo e foram mapeados na arvore
filogenética a partir de andlises de Maxima verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana. Foi
possivel verificar que o monofiletismo da tribo com suporte significativo (BS = 100; PP =
1.0), incluindo Pleurostachys dentro do género Rhynchospora. Os n6s mais ancestrais, ndo
sendo possivel realizar inferéncias mais profundas sobre relagdes entre os quatro principais
clados, A, B, C e D, no entanto dentro os clados, os nds terminais apresentaram suporte
significativo. A partir da analise de reconstrucéo verificamos que os atributos relacionados a
anemofilia foram indicados como plesiomoficos na tribo. J& os atributos relacionados a
entomofilia surgiram multiplas vezes de forma independente nos quatro clados, e
predominantemente nos clados A, B e C, especificamente e de maneira mais definida uma
linhagem dentro do clado B que apresentou um conjunto de caracteristicas apomorficas
relacionados a entomofilia. Portanto, neste estudo foi possivel indicar uma hipdtese provavel
sobre o surgimento dos atributos entomdfilos na tribo Rhynchosporae, pertencente a uma

familia anemofila.

Palavras-chave: anemofilia, Cyperaeae, entomofilia, polinizacdo, reconstrucdo ancestral de

carater
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INTRODUCAO

A polinizacéo pelo vento (anemofilia) evoluiu ao menos 65 vezes nas angiospermas, a
partir de ancestrais que apresentavam polinizacdo bidtica (Linder, 1998), observada em 60
familias e representando 16% das familias de angiospermas (Ackerman, 2000). Anemofilia é
descrita como sendo uma sindrome de polinizagdo em que 0s representantes possuem
atributos florais que podem favorecer a polinizacdo pelo vento, minimizando o custo
energético da manutencdo de atributos atrativos para insetos (Faegri & Pijl, 1979; Endress,
1994; Ackerman, 2000)

Na ordem Poales, a anemofilia é considerada uma condi¢do derivada, tendo evoluido
diversas vezes no grupo; no entanto, na familia Cyperaceae esta estratégia é considerada uma
caracteristica plesiomorfica (Givnish et al., 2010; Wolowski & Freitas, 2015). Dentre as
principais caracteristicas desta familia estdo flores inconspicuas, agrupadas em espiguetas e
organizadas em inflorescéncias do tipo panicula ou capitulo, com perianto ausente, sem odor,
sem nectario, e exposicdo de anteras, que apresentam abundantes grdos de polen, pequenos e
estigma ramificado, com grande area receptiva (Leppik, 1955; Whitehead, 1969; Endress
1994; Ackerman, 2000; Cruden, 2000; Givnish et al., 2010).

A transicdo da polinizagdo por inseto para a polinizagdo pelo vento tem sido
considerada irreversivel, pois os caracteres perdidos caracteristicos de uma polinizacdo
bidtica, como odor e néctar, seriam dificilmente recuperados dada a sua complexidade (Culley
et al., 2002). Contudo, atributos que podem estar relacionados a entomofilia tem sido
registrados para géneros de Cyperaceae, como por exemplo, em Rhynchospora (Vahl)
(Leppik, 1955; Thomas, 1984; Costa & Machado, 2012; Costa et al., em prep.; capitulo 1
desta tese), em Cyperus por Wragg & Jonhson (2011) e em Eleocharis por Magalh&es et al.
(2005). Entre as caracteristicas observadas por esses autores que sugerem essa adaptacdo
estdo as bracteas involucrais verdes com manchas brancas e brécteas florais brancas, amarelas
e laranja.

Rhynchospora é um dos maiores géneros pertencente a familia Cyperaceae, com ca. de
250 espécies distribuidas nas regides tropicais e temperadas do mundo (Guaglianone, 2001,
Strong, 2006). E considerado cosmopolita, e apresenta centro de distribuicdo nas Américas,
primariamente em zonas temperadas quentes e nos Neotrépicos (Strong, 2006). No Brasil, é
considerado o género de maior riqueza em Cyperaceae , com 157 espécies, das quais 40 sdo
endémicas (Lucefio, Alves & Mendes, 1997; Alves et al., 2009). Os géneros Rhynchospora e
Pleurostachys formam a tribo (Thomas, Araujo & Alves, 2009; Buddenhagen, Thomas &
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Mast, no prelo). Anélises filogenéticas indicam que Pleurostachys estd inserido dentro do
género Rhynchospora, formando um grupo monofilético com suporte significativo, formando
a tribo Rhynchosporeae (Thomas et al., 2009; Buddenhagen et al., no prelo). Assim, ha
diversas sinapormofias presentes entre Pleurostachys e espécies de Rhynchospora, como por
exemplo a presenca de diversas inflorescéncias auxiliares em um escapo floral, ao invés de
uma inflorescéncia terminal (Thomas et al., 2009).

Os primeiros registros de classificacdo em Rhynchospora se basearam nas morfologias
das inflorescéncias e flores, embora sejam caracteristicas homoplasticas e bastante variaveis
(Strong, 2006). Lucero et al. (2014) realizaram uma anélise de reconstru¢do ancestral de
caracteres florais em Rhynchospora e verificaram que a evolucdo de diferentes morfologias de
flores e inflorescéncias no género estdo relacionadas ao tipo de sistema de polinizacdo.
Contudo, os autores (Lucero et al., 2014) analisaram apenas nove espécies do género e nao
levaram em consideracdo atributos que podem ser considerados atrativos, como bracteas
involucrais e florais.

Segundo Thomas (1984), estimar a historia evolutiva dentro de Rhynchospora é
particularmente importante porque prové ideias sobre como caracteres morfologicos
encontrados em plantas entomdfilas podem ter surgido. Portanto, o presente estudo teve como
objetivo realizar a reconstrucdo ancestral de caracteres que podem estar relacionados a
anemofilia e a entomofilia na Tribo Rhynchosporeae. Deste modo, neste estudo foram
incluidos 20% dos taxons da tribo (79 espécies), abrangendo todas as variacdes taxondmicas,
morfoldgicas, ecologicas e geograficas de acordo com Buddenhagen et al. (no prelo). Assim,
a partir das analises propostas buscou-se verificar quais caracteristicas podem ser
consideradas mais plesiomorficas e quais sdo as mais apomorficas, tracando a evolucao destes

caracteres dentro do grupo relacionados as sindromes de polinizacao.

METODOLOGIA

Taxons, sequenciamento e alinhamento

Para as reconstrucdes realizadas neste estudo foram consideradas as mesmas espécies
e acessos geneéticos utilizados por Buddenhagen et al. (no prelo), alguns dos quais foram
publicados por Thomas et al. (2009) (Anexo - Tabela 1). A regido de DNA amplificada pelos
autores (Thomas et al., 2009; Buddenhagen et al., no prelo) foi a trnL/F utilizando a reagéo
em cadeia da polimerase (PCR; Mullis & Faloona, 1987) com 0s primers universais “c” ¢ “f”

(Taberlet et al., 1991). Carex echinochloe e C. monostachya foram utilizadas como grupo
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externo, mediante observagOes das reconstrugdes filogenéticas disponiveis para a familia
(Muasya et al., 2009; Thomas et al., 2009). Os alinhamentos foram editados por
Buddenhagen et al. (no prelo) nos quais regides altamente varidveis foram removidas atraves
do software Gblocked (Institut de Biologia Evolutiva — CSIC — UPF, Passeig Maritim de la
Barceloneta, Barcelona, Spain). Detalhes dos métodos de PCR e dos alinhamentos podem ser
encontrados em Buddenhagen et al. (no prelo).

Reconstrucdes filogenéticas

A partir do alinhamento editado por Buddenhagen et al (no prelo) realizamos uma
analise de Maxima Verossimilhanca (MV) no programa RaxML 8.0.0 (Stamatakis, 2014)
através de uma interface gréfica front-end raxmIGUI (Silvestro & Michalak, 2012). Para tal,
dez buscas independentes foram conduzidas sob o modelo de substituicdo nucleotidica GTR
com taxas de variagdes gama entre os sitios (0 modelo GTRGAMMA). Para os dados de
suporte estatistico na topologia foi empregado um bootstrap de 10000 pseudo réplicas,
exibindo a arvore de MV com os maiores valores encontrados. Além disso, uma anélise de
Inferéncia Bayesiana (IB) foi conduzida no programa MrBayes 3.2.6 (Ronquist &
Huelsenbeck, 2003) executado através do portal CIPRES (Miller, Pfeiffer & Schwartz, 2010).
Para tal andlise, quatro cadeias de Monte Carlo Markov (MCMCs) e quatro corridas
simultaneas e independentes foram executadas para 20.000.000 geracGes, utilizando o modelo
de substituicio GTRGAMMA. Subsequentemente, apds as analises de convergéncias das
cadeias de Markov, através do software Tracer 1.6 (Rambaut et al., 2014), 25% (5.000.000)
das geracdes iniciais de cada corrida foram descartadas como fase de burn-in, enquanto que as
demais arvores foram utilizadas para a constru¢do de uma arvore consenso com valores de

probabilidade posterior (PP) como medida de suporte estatistico dos clados.

Reconstrucdo de carater ancestral

Para investigar a evolucdo de caracteres morfologicos relacionados as sindromes de
polinizagdo presentes em Rhynchospora, tais como anemofilia e entomofilia, foram mapeadas
e analisadas as transicoes de diversos caracteres florais considerados importantes por Costa et
al. (em prep., capitulo 1 da tese) para caracterizacdo das sindromes. As caracteristicas das
especies presentes na filogenia foram observadas e analisadas a partir de espécimes Vvivos,
bem como de exsicatas depositadas no herbario William e Lynda Steere, no New York
Botanical Garden, em Nova York, nos Estados Unidos e dados da literatura. No total foram

analisados caracteres de 79 espécies da tribo Rhynchosporae e de duas espécies do género
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Carex, utilizados como grupo externo. Para cada espécie foram analisados pelo menos trés
espécimes, totalizando cerca de 240 individuos.

Os caracteres mapeados foram: tipo de inflorescéncia: (1) panicula, (2) capitulo
parcial, (3) capitulo Unico, (4) capitulo parcial ou capitulo Unico, (5) espigueta; cor das
bracteas involucrais: (1) verde, (2) verde e branca; cor das brécteas florais: (1) marrom, (2)
verde, (3) branca, (4) amarela ou laranja; cor das anteras: (1) amarela, (2) branca); sistema
sexual: (1) unissexual, (2) andromonoico, (3) bissexual; exposicdo das anteras e estigma:
(1) presenca, (2) auséncia; ramificacdo do estigma: (1) pontual, (2) bifido, (3) trifido; e
textura do estigma: (1) liso, (2) papiloso, (3) plumoso (Figura 1; Anexo — Tabela 2).

As reconstrugdes dos estados ancestrais de cada carater das espécies foram tracadas e
sobrepostas na arvore filogenética obtida pelo método de Maxima Verossimilhanca, através
do método de verossimilhanca utilizando o programa Mesquite 3.2 (Maddison & Maddison,
2017).

RESULTADOS

Relacoes filogenéticas

As arvores de consenso geradas por MV e IB apresentaram topologias similares,
suportando o monofiletismo da tribo Rhynchosporae (Probabilidade posterior - PP de 1.00;
suporte de bootstrap (BS) de 100) (Figura 2). O género Pleurostachys foi inserido dentro do
género Rhynchospora.

A relacdo entre os quatro principais clados presentes no grupo, os quais foram
denominados de A, B, C e D divergiu da topologia encontrada por Buddenhagen et al. (no
prelo) (Figura 2), ndo apresentando suporte estatistico nas reconstrucbes de MV e IB
realizadas no presente estudo, onde foram evidenciada a presenca de politomias nos nds mais
ancestrais (Figura 2). Dentro dos clados, houve suporte significativo na relagdo entre os
terminais (BS entre 81 e 100; PP = 1.0 para os clados B, C e D), com excec¢éo do clado A (BS
41; PP 0.59). Adicionalmente, as relagdes entre as espécies dentro dos clados foram

congruentes com os resultados observados por Buddenhagen et al. (no prelo).

Reconstrucdo de estados de carater ancestrais
A analise de MV reconstruiu a inflorescéncia do tipo panicula, caracteristica

plesiomorfica no grupo externo, como sendo o mais provavel estado ancestral da tribo
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Rhynchosporae. Esta analise de reconstrucdo indica que houve mdltiplas mudancas
independentes do tipo de inflorescéncia, surgindo diversas vezes inflorescéncias dos tipos
capitulos parciais, nos clados A e D; capitulos Unicos, nos clados A e B; e espigueta, que
surgiu uma Unica vez e estd presente em apenas duas espécies, R. galeana e R. oligantha
(Figura 3).

A reconstrucdo ancestral da cor das bracteas involucrais indica que verde é a cor
plesiomorfica e esta presente em representantes de todos os clados. A mudanca de estado de
carater para bracteas involucrais verdes com manchas brancas surgiu trés vezes de forma
independente, uma vez no clado B, em R. albiceps, R. consanguinea e R. oaxacana, e duas
vezes em duas espécies no clado C, em R. nervosa e R. florisensis.

O estado de carater ancestral da cor das bracteas florais na tribo Rhynchosporae é
marrom (Figura 1 — A, F). As bracteas florais brancas surgiram de forma independente nos
clados, B, C e D. No clado B, as bracteas brancas aparecerem nas mesmas espécies em que as
bréacteas involucrais verdes e brancas surgiram; em C, além de R. nervosa e R. floridensis, esta
presente em R. radicans, R. sesleroides, R. subsetigera, e uma autapomorfia de forma
independente, em R. setigera. No clado D, apenas R. alba apresenta esta autapomorfia. Além
disso, surgiram de forma independente bréacteas esverdeadas em R. cephalotes, R. recurvata e
R. exaltata no clado A; e bracteas amarelas ou laranjas em R. riedeliana, no clado A e em R.
globosa e R. elatior no clado B (Figura 4). No que diz respeito a reconstrucéo ancestral da cor
das anteras da tribo Rhynchosporae, a cor amarela € indicada como sendo uma caracteristica
plesiomorfica, no entanto este carater mostrou-se pouco informativo, tendo havido diversas
mudancas do estado do carater de forma independente para cor branca em espécies do clado
A, B, e C (Figura 5).

A andlise de reconstrucao do estado ancestral para a ramificacdo do estigma indica que
0 ancestral da tribo Rhynchosporae apresenta o estigma ramificado de forma bifida, que se
configura como um carater plesiomorfico no género. Esta caracteristica se manteve em todos
os clados com excecéo do clado B, no qual quase todas as espécies apresentaram mudanca do
estado, o estigma pontual. Adicionalmente, foram observadas reversfes do estado de carater
pontual para o bifido, como em R. corymbosa, R. scutellata e R. tracyi. J& em relagdo a
reconstrucdo ancestral da textura do estigma, o estigma liso € indicado pela analise como
sendo uma caracteristica sinapormorfica no género Rhynchospora. Ja& as espécies de
Pleurostachys, incluidas no clado A, apresentam como autapomorfia o estigma plumoso
(Figura 6).
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Tanto as anteras quanto o estigma das espécies da tribo Rhynchosporae podem se
exteriorizar, sendo uma caracteristica considerada plesiomdrfica a partir da analise de
reconstrucdo ancestral. Contudo, cinco espécies, duas do clado C (R. micrantha, R.miliaceae)
e trés do clado D (R. galeana, R. champmanii e R. brittonii) apresentaram de forma
independente auséncia da exteriorizagé@o destes verticilos reprodutivos (Figura 7).

Por ultimo, os sistemas sexuais que podem ser encontrados na tribo Rhynchosporae
sd0 o bissexual e andromonoico. A analise reconstruiu o sistema bissexual como a
caracteristica plesiomorfica na tribo, havendo mudanca para o sistema sexual andromondico
em todos os quatro clados, havendo, contudo, maior quantidade de espécies com este sistema
nos clados A e B, nos quais todas as espécies apresentaram andromonoicismo (Figura 8).

DISCUSSAO

Os atributos florais relacionados a anemofilia, tais como inflorescéncia do tipo
panicula, partes florais mais inconspicuas, tais como brécteas involucrais verdes, bracteas
florais marrons, estigma bifido, papiloso foram considerados plesiomorficos na tribo
Rhynchospoae, como esperado. Caracteristicas que podem atrair insetos e promovem a
polinizacdo por estes vetores de pdlen surgiram de forma independente nos clados, sendo
possivel encontrar espécies ambdfilas e entomdfilas, como verificado por Costa et al. (em
prep., capitulo 1 da tese) distribuidas ao longo da topologia da arvore filogenética. No clado
A, os autores (Costa et al., em prep., capitulo 1 da tese) observaram ambofilia em R.
cephalotes; no clado B; ambofilia e/ou entomofilia em R. albiceps, R. consanguinea, R.
globosa e R. elatior; ambofilia no clado C, em R. setigera,; e ambofilia no clado D, em R.
alba. Ja no presente estudo, foi possivel identificar adaptacbes & entomofilia em todas as
espécies de um subclado (BS = 100, PP =1) do clado B, incluindo, além das espécies
estudadas por Costa et al. (em prep.; capitulo 1 desta tese), R. oaxacana e R. rubra; no clado
C, em R. radicans, R. nervosa, R. floridensis e R. subsetigera. Dentre os clados analisados,
um subclado presente no clado B, apresentou maior nimero de espécies com atributos
entomofilos, tais como capitulo Unico, espécies com brécteas florais e/ou involucrais e/ou
anteras brancas, emissdo de odor (Costa et al., em prep.; capitulo 1 desta tese), sendo também
o clado B, o unico clado com espécies apresentando estigma pontual.

Sobre tais atributos florais presentes na tribo Rhynchosporae, o tipo de inflorescéncia
panicula é um tipo de inflorescéncia mais difusa, quando comparado a inflorescéncia do tipo

capitulo e tem sido associado a polinizacdo pelo vento (Niklas, 1987; Friedman & Harder,
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2004). Segundo Friedman & Harder (2004), inflorescéncias mais difusas permitem uma
melhor interacdo entre as flores e as correntes de ar, que podem de forma eficaz, carregar o0s
grdos de polen de uma inflorescéncia até o estigma de outra inflorescéncia da mesma espécie.
Por sua vez, as inflorescéncias do tipo capitulo diminuem o fluxo de pdlen no ar para entrar
em contato com o estigma (Niklas, 1987). Além disso, nesse tipo de inflorescéncia o recurso
floral est4 concentrado no topo do escapo e, desta forma, sugerimos que este tipo floral possa
ser mais atrativo aos insetos polinizadores por também diminuir o tempo de forrageio.

A evolucdo multipla de bracteas involucrais e florais corrobora com os dados de
Thomas (1984) e Buddenhagen et al. (no prelo). Embora Buddenhagen et al. (no prelo),
mencionem que inflorescéncias conspicuas surgiram em todos os clados de Rhynchosporae,
neste estudo registramos o surgimento destes caracteres em trés clados (B, C e D). Neste
sentido, espécies com bréacteas involucrais ou bracteas florais e/ou anteras brancas tem sido
consideradas ambdfilas ou entomdfilas (Leppik, 1955; Thomas, 1984; Costa & Machado,
2012; Costa et al., em prep.; capitulo 1 da tese).

A cor amarela das anteras e do polen, plesiomorfica na tribo Rhynhcosporae, néo é
uma caracteristica que tem sido associada a anemofilia. A coloracdo amarela do polen é um
atributo plesiomdrfico nas fanerégamas, independente do sistema de polinizagdo (Lunau,
2000). Esta cor tem sido associada a propensdo do pélen por absorver luz ultra-violeta e
reflete comprimentos de onda que podem causar aquecimento, tendo origem nos pigmentos
flavonoides presentes na parede do pélen (Harborne & Grayer, 1993; Lunau, 1999). Ja as
anteras brancas sdo atributos presentes em Rhynhcospora (Costa & Machado, 2012; Costa et
al., em prep.; capitulo 1 da tese), surgiram de forma independente ao longo da topologia da
reconstrugdo (Figura 5). Desta forma, mesmo ndo sendo informativo héa registros deste carater
como adaptacdo para entomofilia que pode juntamente com outros atributos florais garantir a
atracéo de polinizadores (Magalhaes et al., 2005; Costa & Machado, 2012).

A ramificacdo do estigma presente na tribo Rhynchosporae como carater
plesiomorfico reforca a ideia da importancia deste atributo para a anemofilia. O estigma
ramificado aumenta a area de superficie dessa estrutura (Endress, 1994), favorecendo maior
eficiéncia na captura de polen no ar. A mudanga para estigma pontual no clado B indica que
nestas espécies pode haver uma menor eficiéncia de capturar graos de pélen no ar, o que
poderia, consequentemente, diminuir a participacdo deste vetor de pdlen na formacdo de
frutos destas espécies. Neste clado, espécies como R. albiceps, R. barbata e R. elatior
apresentam formacdo de frutos tanto pelo vento quanto por insetos, contudo, R. consanguinea
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é uma espécie que pode ser considerada totalmente entomofilas em participacéo significativa
do vento para seu sucesso reprodutivo (Costa et al., em prep. capitulo 1 da tese).

O estigma liso foi uma caracteristica presente em todas as espécies de Rhynchospora e
papiloso em Pleurostachys (Figura 6). Este atributo juntamente com a ramificacdo do estigma
pode ser considerado um carater de valor taxondmico significativo dentro desta tribo. Na
reconstrugdo deste carater observou-se uma perda de area superficial do estigma na tribo
(Figura 6), sendo plumoso no grupo externo.

A exteriorizacao das anteras presente na maioria das espécies da tribo Rhynchosporae
tem sido considerada uma caracteristica de plantas anemdfilas que facilita a acdo do vento
para levar os grdos de pdlen no ar e a exposicdo do estigma uma adaptacdo que permite e
otimiza a captura dos grdos no ar (Niklas, 1987; Endress, 1994; Ackerman, 2000; Friedman &
Harder, 2004). Contudo, estes atributos se mantiveram na maioria das espécies, mesmo
naquelas que sdo totalmente polinizadas por insetos, como Rhynchospora consanguinea
(Clado B). As anteras e 0s estigmas expostos também permitem que insetos tenham acesso ao
recurso floral e que o estigma entre em contato com o corpo dos insetos polinizadores (Costa
& Machado, 2012). A auséncia de exteriorizacdo destes verticilos reprodutivos foi uma
autapomorfia indicada pela reconstrucdo deste carater e estd presente em R. micranta, R.
miliaceae (Clado C), em R. galeana, R. brittonii e em R. globularis (Clado D). Estes eventos
independentes que surgiram nas diferentes linhagens pode estar relacionado a uma possivel
convergéncia adaptativa, em outro sistema de polinizacdo alternativo ao vento e insetos, a
cleistogamia. Como evidéncia desta sugestdo todas estas espécies apresentam reducdo do
namero de anteras comumente encontradas em Rhynchospora, que sdo trés, podendo estar
presentes apenas 1 ou 2 anteras, além de possuirem baixa razdo polen 6vulo (Razédo P/O:
R.micrantha: 120.33 £ 98.2; R. miliaceae: 265 + 104.3; R. galeana: 149 + 36.2; R. globularis
1086.66 + 327.1; R. brittonii: 241 + 23.3) (observacgdes pessoais).

Dentre as teorias para o0 surgimento do andromonoicismo nas Angiospermas esta a
hipdtese de realocacédo de recurso, no qual a producédo de flores estaminadas na inflorescéncia
(no caso, espigueta), S&0 menos custosas energeticamente, realocando esta energia para outras
caracteristicas que possam aumentar o fitness da planta (Solomon, 1986; Spalik, 1991; Emms,
1993). Além disso, as flores estaminadas poderiam aumentar a atratividade da inflorescéncia
para os polinizadores (Solomon, 1986; Spalik, 1991; Emms, 1993). De fato, a maioria das
espécies que apresentaram este tipo de sistema sexual foram aquelas que possuem atributos
secundarios, atrativos para os insetos polinizadores, presentes principalmente nos clados A e
B (Figura 8).
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Portanto, este estudo na tribo Rhynchosporae permitiu fornecer uma explicagdo mais
ampla sobre a evolugéo de diversos atributos florais e reprodutivos considerados chave na
ecologia da polinizacdo nas espécies da tribo Desta forma, foi possivel entender como o0s
caracteres relacionados a entomofilia surgiram mdltiplas vezes de forma independente nos
clados e como especificamente em uma linhagem (Clado B) observou-se mudancas de um
conjunto de caracteres adaptativos derivados relacionados a entomofilia. Este conjunto de
dados confirma a importancia de identificar e mapear caracteres morfologicos e ecoldgicos
que permitam o entendimento de mudancas de sistema de polinizacéo e seus efeitos histdricos

na evolucéo dos grupos.
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FIGURAS

Figura 1. Espécies do género Rhynchospora apresentando variados atributos florais
relacionados & anemofilia e entomofilia, tais como inflorescéncia do tipo panicula (A),
capitulo parcial (B), capitulo tnico (C), bracteas involucrais verdes (C), bracteas involucrais
verde e branca (D e F), bracteas florais marrons (A e F), bracteas florais esverdeadas (B),
bracteas florais amarelo e laranja (C e E), exposicdo das anteras e estigmas, que estdo
indicados nas setas (a-anteras, s-estigmas) (E e F), sendo possivel distinguir estigma pontual
em E e estigma bifico em F. (A- Rhynchospora dissitispicula, B- Rhynchospora sp., C-
Rhynchospora elatior, D- Rhynchospora consanguinea, E- Rhynchospora globosa, F-
Rhynchospora ciliata).
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Figura 2. Arvore filogenética da tribo Rhynchosporae gerada a partir sequencias trnL/F

através de analise de Maxima Verossimilhanca, sendo possivel distinguir quatro principais

clados, denominados de A, B, C e D (valores acima do ramos sdo de Bootsrap, e abaixo sdo
de Probabilidade Posterior).
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Figura 3. Reconstrucdo ancestral do tipo de inflorescéncia na tribo Rhynchosporae a partir de
analise de Maxima Verossimilhanca. Os diagramas em forma de pizza indicam em cada n6 a

probabilidade ancestral do tipo de inflorescéncia.
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. Bractea floral marrom

() Bréctea floral verde
Bractea floral amarela/laranja

O Bractea floral branca

Figura 4. Reconstrucdo ancestral de cores de bracteas involucrais e florais na tribo

Rhynchosporae a partir de analise de Maxima Verossimilhanca. Os diagramas em forma de

pizza indicam em cada né a probabilidade ancestral das cores das brécteas.



Carex_achinachlos
Carex_manastachya
Anteras amarelas () Fleurostachys_arcuzia
~ D Pleurastachy s_gaudichaudii
R_oaphalates
R_palyphyla
O Anteras brancas D R_recurcata
() R_exatata

R_splendens
L) { R_diliclata
A 8 R_redlyi
R_pilasa
R_reddiana
'.. R_gigantea
b)) R_carymbosa
L) R souilata
R_camiculata_war_interiar
W F_macmstachya
k) R_racyi
/A R_albicaps

v R_carsanguinea
(] W R_aaxacana
() R _ruora
&P R_richashasta
B ‘ k R_armericides
()

R_harbiata
.|I' R_braceasillasa
D R_globasa
W R_eatar
‘ R_termnals
() R_saigera
b B_micranta
W B_milacea
L) R_teruis
-.|II R_filiformis
O B_t=ruifalia

'.. R_wealulna
&

&P R_rabusta
s & R_bravirasiris
e R_scirpaides
] C Q '. R_radicans
". R_nervasa
WML R_foddenss
R_sasleicides
R_subssigem
() R_plumasa
& & R_galeana
R_chapmarii
3 R_digartha
() R_megalozapa
A R_brawnii
? F_brasiliensis
R_Britanii
R_aba
R_macm
¥ R_decurrens
‘ R_micracarpa
R_raridara
R_stenaphyla
D 3 . R_caduca
s * D R_globularis_var_ginkeanm
R_grayi
) ‘ () R_odarsia
R_globuaris
$ R_rscagrita
R_capitellats
R_chinensis
G 8 R_fusca
S R _lindeniana

'!||' R_buchemrum
W R_shaferi
/ . R_dabils
L A R_inexpansa
.‘. R_chalarocephala
/ R_glomamta
() LD R_cuissi
D) R_fascioularis
'I (0D R_pleiantha

'!I|r F_ciliaris
& R_filisalm

Figura 5. Reconstrucdo ancestral de cores de anteras na tribo Rhynchosporae a partir de

analise de Maxima Verossimilhanca. Os diagramas em forma de pizza indicam em cada né a

probabilidade ancestral das cores das anteras.
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Figura 6. Reconstrucdo ancestral da ramificacdo e textura do estigma de representantes da

tribo Rhynchosporae a partir de analise de Maxima Verossimilhanca. Os diagramas em forma

de pizza indicam em cada n6 a probabilidade ancestral dos tipos de ramificacdo e textura dos

estigmas.
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Figura 7. Reconstrucdo ancestral da presenca / auséncia de exteriorizagdo das anteras e
estigmas de representantes da tribo Rhynchosporae a partir de andlise de Maxima
Verossimilhanga. Os diagramas em forma de pizza indicam em cada no a probabilidade

ancestral de exteriorizagdo das anteras.
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Figura 8. Reconstrugdo ancestral do sistema sexual presente na tribo Rhynchosporeae a partir

de andlise de Maxima Verossimilhanca. Os diagramas em forma de pizza indicam em cada n6

a probabilidade ancestral do sistema sexual.



ANEXOS

Tabela 1. Tabela adaptada de Buddenhagen et al. (no prelo) com dados dos exemplares das

espeécies depositados em herbario e acessos genéticos usados neste estudo.

Collector and number

Herbarium or

Espécie Genbank ID
Carex echinochloe M. Muasya 1051 AF191818
C. monostachya M. Muasya 1052 EU28849
W. Thomas 14242 NY
Pleurostachys arcuata
P. gaudichaudii W. Thomas 14245 NY
Rhynchospora alba D.A. Simpson 2671 AY344174
. W. Thomas 14449 NY
R. albiceps
.. M.J. Jansen Jacobs 5031 NY
R. armerioides*
R barbata M. Alves 2197 NY
R. bracteovillosa A.C. Araujo 896 INC
R. brasiliensis S. Diesel s n NY
. . W. Anderson 8031 NY
R. brevirostris
R. brittonii L. Lucero 63 KC111772
. K.L. Wilson 9909 AY?230043
R. brownie
R bucherorum W. Thomas 14933 NY
C. Buddenhagen 201107141 FSU
R. caduca
. L.C. Anderson 24967 FSU
R. capitellata
R. cephalotes R. Naczi 11691 NY
L.C. Anderson 25684 FSU
R. chalarocephala
.. W. Thomas 12150 NY
R. chapmanii
. . J. Junung 1010313 JX644724
R. chinensis
. W. Thomas 12146 NY
R. ciliaris
. W. Thomas 14478 NY
R. ciliolata
. S. Martins 341 KC111770
R. consanguinea
. . . E. Roalson 1215 AF285068
R. corniculata var interior
K.L. Clarke 75 AY?230044

R. corymbosa
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. curtissii

. debilis

. decurrens

. elatior

. exaltata

. fascicularis
. fi lifolia

. fi liformis

. fl oridensis
. fusca

. galeana

. gigantea

. globosa

. globularis

. globularis var. pinetorum

. glomerata

. grayi

. inexpansa

. lindeniana

. macra

. macrostachya
. megalocarpa
. microcarpa

. miliacea

. nervosa

. oaxacana

. odorata

. oligantha

. splendens

. stenophylla

L.C. Anderson 22231
L.C. Anderson 25625
L.C. Anderson 23273
V.C. Souza 14455
W. Thomas 12269
W. Thomas 14714
R.K. Godfrey 63027
W. Thomas 142708
R.K. Godfrey 73174
R. Naczi 12035
L.C. Anderson 17956
T. Angel 1895
A.C. Araujo 721
R. Kral 81734
R.K. Godfrey 63791
L.C. Anderson 25062
L.C. Anderson 24462
W. Thomas 14706
P. Delprete 8692
W. Thomas 14709
W. Thomas 12144

M. Strong 2698

C. Buddenhagen 1070810

W. Thomas 14930
W. Thomas 14014
Sem registo
L.C. Anderson 12129
L.C. Anderson 19535
M. Alves 1626

L.C. Anderson 24657

FSU

FSU

FSU

NY

NY

NY

FSU

NY

FSU

NY

FSU

NY

ICN

FSU

FSU

FSU

FSU

NY

NY

NY

NY

NY

FSU

NY

NY

AJ489385

FSU

FSU

NY

FSU
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. subsetigera
. tenuifolia

. tenuis

. terminalis

. tracyi

. trichochaeta

. velutina

P. Delprete 8649
P. Delprete 8869
L. Lucero 20
S. Martin
L.C. Anderson 22297
T. Plowman 8622

M. Arbo 6647

NY

NY

KC111774

KC111771

FSU

NY

NY
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Tabela 2. Caracteres morfologicos e estados de carater usados para reconstrucdo ancestral na
tribo Rhynchosporae. Tipo de inflorescéncia (TI): 0 panicula, 1 capitulo pacial, 2 capitulo
total, 3 capitulo parcial ou total, 4 espigueta; Cor bracteas involucrais(Bl): 0 verde, 1 branco
e verde; cor das bracteas florais (BF): 0 marrom, 1 branco, 2 amarelo, 3 verde; cor das antera
(CA): 0 amarelo, 1 branco; ramificagdo do estigma (RE): 0 pontual, 1 bifido, 2 trifido; textura
do estigma (TE): 0 liso, 1 papiloso, 2 plumoso; exteriorizagdo das anteras e estigmas (EAE): 0

auséncia, 1 presenca; sistema sexual SS): 0 unissexual, 1 andromondico, 2 bissexual.

Espécie Tl Bl BF CA RE TE EAE SS
Carex echinochloe 0 0 0 0 2 1 1 0
C. monostachya 0 0 0 0 2 1 1 0
Pleurostachys arcuata 0 0 0 1 1 2 1 2
P. gaudichaudii 0 0 0 1 1 2 1 2
Rhynchospora alba 1 0 1 0 1 0 1 2
R. albiceps 2 1 1 0 0 0 1 0
R. armerioides 2 0 0 0 0 0 1 1
R. barbata 2 0 0 1 0 0 1 1
R. bracteovillosa 2 0 0 1 0 0 1 0
R. brasiliensis 0 0 0 - - - - -
R. brevirostris 0 0 0 1 1 0 1 2
R. brittonii 0 0 0 0 1 0 0 2
R. brownii 0 0 0 0 1 0 1 2
R. bucherorum 1 0 0 - - - -

R. caduca 0 0 0 0 1 0 1 2
R. capitellata 1 0 0 0 1 0 1 2
R. cephalotes 2 0 3 1 1 0 1 2
R. chalarocephala 1 0 0 0 1 - 1 2
R. chapmanii 2 0 0 0 1 0 1 2
R. chinensis 0 0 0 0 1 0 1 2
R. ciliaris 2 0 0 - 1 0 1 1
R. ciliolata 1 0 0 0 1 0 1 1
R. consanguinea 2 1 1 1 0 0 1 1
R. corniculata 0 0 0 0 0 0 1 1
R. corymbosa 0 0 0 0 1 0 1 1
R. curtissii 1 0 0 0 1 0 1 2
R. debilis 1 0 0 0 1 0 1 1
R. decurrens 0 0 0 - 1 0 1 2
R. elatior 2 0 2 - 0 0 1 1
R. exaltata 1 0 0 0 1 0 1 1
R. fascicularis 1 0 0 - 1 0 1 1
R. filifolia 1 0 0 - 1 0 1 2
R. filiformis 0 0 0 - 1 0 1 1
R. floridensis 2 1 1 1 1 0 1 2
R. fusca 1 0 0 0 1 0 1 2
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8 CONCLUSOES

Nesta tese, classificamos as espécies de Rhynchospora em diferentes sindromes de
polinizacdo a partir dos atributos florais, que formam um gradiente transicional anemofilas >
ambofilas > entomofilas. Esta classificacdo pode servir como base para classificacéo de outras
espécies pertencentes a diversos géneros e familias essencialmente anemofilos em diferentes
sindromes de polinizacdo, envolvendo, em diferentes gradagdes, a participacdo de vetores
bidticos. Dentre os atributos florais presentes em Rhynchospora, concluimos que as bréacteas
involucrais verdes com mancha branca podem aumentar a atratividade, sendo uma
caracteristica que contribui para 0 aumento do sucesso reprodutivo e manutencdo da
ambofilia. Além disso, populacbes de espécies com brécteas verdes podem se beneficiar
quando ocorrem proximas & espécies com bracteas brancas devido a atracdo de insetos
polinizadores. Além disso, chegamos a conclusdo de que a ambofilia pode ser um estagio
estdvel em Rhynchospora devido a contribuicdo dos vetores de polen, vento e insetos, para a
formacao de frutos poder variar ao longo do tempo e de acordo com a posicao dos individuos
em um fragmento florestal. Desta forma, a presenca de caracteres que permitem a polinizagédo
por ambos os vetores de polen é ser vantajosa e permite a formacdo de frutos sob diferentes
condi¢des ambientais, de forma temporal ou espacial. Nesta tese também esclarecemos sobre
a evolugdo dos diversos atributos florais e reprodutivos considerados chave na ecologia da
polinizacdo das espécies da tribo Rhynchosporae e concluimos que os atributos relacionados a
anemofilia sdo plesiomoficos. Ja os caracteres relacionados a entomofilia surgiram maltiplas
vezes de forma independente nos quatro clados. Além disso, em uma das linhagens observou-
se mudancas de um conjunto de caracteres adaptativos derivados relacionados a entomofilia.
Este conjunto de dados confirma a importancia de identificar e mapear caracteres
morfolégicos e ecoldgicos que permitam o entendimento de mudancas de sistema de
polinizacdo e seus efeitos historicos na evolucdo dos grupos. A partir deste estudo obteve-se
uma visdo geral sobre a biologia floral e reprodutiva em espécies de Rhynchospora, pode-se
entender melhor o papel dos vetores de pdlen, a importancia da ambofilia e a historia
evolutiva do surgimento de caracteres entomdfilos. Além disso, esta tese quebra o paradigma
de que Rhynchospora é um género anemdfilo, sendo possivel, a partir deste estudo, classifica-

lo como ambofilo.



137

REFERENCIAS

ACKERMAN, J.D. Abiotic and pollen and pollination: ecological, functional, and
evolutionary perspectives. Plant Systematic and Evolution, v. 222, p.167-185, 2000.

ALVES, M. et al. Diversity of Cyperaceae in Brazil. Rodriguésia, v. 60, p. 771-782, 20009.

BOWKER, J.E.; CRENSHAW, H.C. Electrostatic forces in wind-pollination, Part 1:
measurement of the electrostatic charge on pollen. Atmospheric Environment, v. 41,
p.1587-1595, 2007a.

BOWKER, J.E.; CRENSHAW, H.C. Electrostatic forces in wind-pollination, Part 2:
Simulations of pollen capture. Atmospheric Environment, v.41, p.1596-1603, 2007b.

BUDDENHAGEN, C.E.; THOMAS, W.W.; MAST, A.R. A First Look at Diversifi cation of
Beaksedges (Tribe Rhynchosporeae: Cyperaceae) in Habitat, Pollination, and Photosynthetic
Features. Memoirs New York Botanical Garden (no prelo).

CNIP. 2009. Checklist das plantas do nordeste brasileiro: Angiospermae e
Gymnospermae. Disponivel em: http://www.cnip.org.br/bdpn/checklistNE.pdf. Acessado
em: 26 Abr. 2010.

COSTA, A.C.G.; MACHADO, I.C. Flowering dynamics and pollination system of the sedge
Rhynchospora ciliata (Vahl) Kuk. (Cyperaceae): does ambophily enhance its reproductive
success? Plant Biology, v. 14, p. 881-887, 2012.

CRUDEN, R.W. Pollen-ovule ratios: a conservative indicator of breeding systems in

flowering plants. Evolution, v. 31, p. 32-46, 1977.

CRUDEN, R.W. Pollen grains: how so many? Plant Systematics and Evolution, v. 222, p.
143-165, 2000.



138

CULLEY, T.M.; WELLER, S.G.; SAKAI, A.K. The evolution of wind pollination in
angiosperms. Ecology & Evolution, v.17, p.361-369, 2002.

DAHLGREN, R.M.T.; CLIFFORD, H.T.; YEO, P.F. The families of the monocotyledons:
structure, evolution and taxonomy. Berlin: Springer-Verlag, 1985.

ENDRESS, P.K. Diversity and evolutionary biology of tropical flowers. Cambridge
University Press, 1994,

FAEGRI, K.; PIJL, L. The principles of pollination ecology. 3 ed. Oxford, Pergamon Press,
1979.

FRIEDMAN, J.; BARRETT, S.C.H. A phylogenetic analysis of the evolution of wind
pollination in the angiosperms. International Journal of Plant Science, v.169, p. 49-58,
2008.

FRIEDMAN, J. ; HARDER, L.D. Inflorescence architecture and wind pollintation in six grass
species. Functional Ecology, v. 18, p. 851-860, 2004.

GUAGLIANONE, E.R. Contribucion al estudio del género Rhynchospora (Cyperaceae) v.

seccién longirostres en América austral. Darwiniana, v.39, p. 287-342, 2001.

LEPPIK, E.E. Dichromena ciliata, a noteworthy entomophilous plant among Cyperaceae.
American Journal of Botany, v. 42, p.455- 458, 1955.

LINDER, H.P. Morphology and the evolution of wind pollination. In: OWENS, S.J.;
RUDALL, P.J. (Eds). Reproductive biology in systematics, conservation and economic
botany. Kew: Royal Botanic Gardens, 1998.

LUCENO, M.; ALVES, M.V.; MENDES, A.P. Catélogo floristico y claves de identificacion
de las ciperaceas de los estados de Paraiba y Pernambuco (Nordeste do Brasil). Anales del
Jardén Boténico de Madrid, v. 55, p. 67-100, 1997.



139

LUCERO, L.E. et al. Evolution and Development of the Spikelet and Flower of
Rhynchospora (Cyperaceae). International Journal of Plant Sciences, v.175, p.186-201,
2014,

MAGALHAES, A.F. et al. Floral scent of Eleocharis elegans (Kunth) Roem. & Schult.
(Cyperaceae). Biochemical Systematics and Ecology, v.33, p.675-679, 2005.

MUASYA, A.M. et al. Suprageneric phylogeny of Cyperaceae: A combined analysis. Pp.
593-601. In: WILSON, K.; MORRISON, D. (Eds.). Monocots: Systematics and Evolution.
Melbourne: CSIRO, 2000.

MUASYA, A.M. et al. An assessment of suprageneric phylogeny in Cyperaceae using rbcL
DNA sequences. Plant Systematics and Evolution, v. 211, p. 257-271, 1998.

NIKLAS, K.J. The aerodynamics of wind pollination. The Botanical Review, v. 51, p. 328-
386, 1985.

RAMOS, C.0.C.; FONSECA, R.B.S. Polinizacdo de Rhynchospora almensis D. A. Sympson
(Cyperaceae), no municipio de Palmeiras, Chapada Diamantina, Bahia, Brasil. p. 25-30. In:
VIANA, B.F.; OLIVEIRA, F.F. (Eds.). Biologia e ecologia da poliniza¢ao: curso de campo.
Salvador: EDUFBA, 2006.

RECH, A.R. et al. The macroecology of animal versus wind pollination: ecological factors are
more important than historical climate stability. Plant Ecology & Diversity, v. 9, n.3, p. 253—
262, 2016.

REGAL, P.J. Pollination by wind and animals: ecology of geographic patterns. Annual
Review of Ecology and Systematics, v.13, p.497-524, 1982.

THOMAS, W.W. The systematics of Rhynchospora section Dichromena. Memoirs of the
New York Botanical Garden, v. 37, p. 1-116, 1984.

THOMAS, W.W.; ARAUJO, A.C ; ALVES, M.C. A preliminary molecular phylogeny of the
Rhynchosporeae (Cyperaceae). The Botanical Review, v. 75, p. 22-29, 2009.



140

WILLMER, P. Pollination and floral ecology. New Jersey: Princeton University Press,
2011,

WRAGG, P.D. ; JOHNSON, S.D. Transition from wind pollination to insect pollination in
sedges: experimental evidence and functional traits. New Phytologist, v.191, p.1128-1140,
2011.



141

ANEXO — NORMAS PARA PUBLICACAO NOS PERIODICOS

NORMAS PARA PUBLICACAO NO PERIODICO ANNALS OF BOTANY

PREPARING THE ARTICLE FILE

Text should be typed using size 12 Times New Roman or Courier, double-spaced
throughout and with an approx. 25 mm margin. All pages should be numbered sequentially.
Each line of the text should also be numbered, with the top line of each page being line 1. The
article file should be in PC-compatible Microsoft Word - file type DOC [please make sure the
"Language" is "English (U.K)" via Tools — Language — Set Language]. RTF files are also
acceptable. Please do not use the Windows Vista DOCX format: if you have created the text
in this format, please save the files as RTF before submitting them. Please do not submit
PDFs, desktop publishing files or LaTeX files. The article file should include a list of any
figure legends but exclude any figures themselves — these should be submitted separately,
with each figure in a separate file. Tables should be included at the end of the article file, in a
Word format and not embedded as an image/picture. For more details see below under
PREPARING TABLE and FIGURE FILES, SUPPLEMENTARY INFORMATION FILES
AND VIDEO FILES.

It is NOT journal style to have footnotes within articles. Any such notes must be
incorporated into the main text, for example within brackets or as a separate paragraph.

The first page should state the type of article (e.g. Original Article, Technical Article)
and provide a concise and informative full title followed by the names of all authors. Where
necessary, each name should be followed by an identifying superscript number ( 1, 2, 3 etc.)
associated with the appropriate institutional address to be entered further down the page. For
papers with more than one author, the corresponding author's name should be followed by a
superscript asterisk*. The institutional address(es) of each author should be listed next, each
address being preceded by the relevant superscript number where appropriate. A running title
of not more than 75 characters, including spaces, should also be provided, followed by the e-
mail address of the corresponding author. Please follow the layout used for the first page of
papers published in Annals of Botany.

As  normas  completas para  publicacdo podem ser  acessadas  em:

<https://academic.oup.com/aob/pages/General Instructions>




142

NORMAS PARA PUBLICACAO NO PERIODICO PLANT SPECIES BIOLOGY

PREPARATION OF THE MANUSCRIPT

The manuscript must be doubled-spaced, on one side only of A4 paper. The top,
bottom and side margins should be 30 mm. All pages should be numbered consecutively in
the top right-hand corner, beginning with the title page. Indent new paragraphs. Turn the
hyphenation option off, including only those hyphens that are essential to the meaning.
Covering letter

Papers are accepted for publication in the Journal on the understanding that the content
has not been published or submitted for publication elsewhere. This must be stated in the
covering letter. Authors should declare any financial support or relationships that may pose
conflict of interest.

Style

Style should conform to the Council of Biology Editors Style Manual 5th edn (CBE
Publications, 1994). Please follow the format in the current issue of the Journal. The Journal
uses US spelling and authors should therefore follow the latest edition of the Merriam-
Webster's Collegiate Dictionary.

All measurements must be given in Sl units as outlined in the latest edition of Units,
Symbols and Abbreviations: A Guide for Medical and Scientific Editors and Authors (Royal
Society of Medicine Press, London).

Abbreviations should be used sparingly and only where they ease the reader's task by
reducing repetition of long, technical terms. Initially use the word in full, followed by the
abbreviation in parentheses. Thereafter use the abbreviation. Upon its first use in the title,
abstract and text, the common name of a species should be followed by the scientific name
(genus, species and authority) in parentheses. Common names of organisms, if used, must be
accompanied by the correct scientific name on every mention. At the first mention of a

chemical substance, give the generic name only. Trade names should not be used.

As normas completas para publicagdo podem  ser acessadas em
<http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(1ISSN)1442-
1984/homepage/ForAuthors.html>




143

NORMAS PARA PUBLICACAO NO PLANT ECOLOGY

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

PORTABLE PEER-REVIEW

To limit multiple reviews of the same manuscript and therefore to decrease the
workload on the scientific reviewer community, Plant Ecology supports portable peer-review.
If your manuscript has already been through peer-review and you feel that these reports would
help our Editorial Board reach a final decision on your manuscript more quickly, we would
welcome the submission of these documents as an attachment along with your cover letter.
Previous reviews must be submitted as an unaltered copy of the original email received by
you from the journal. Please discuss how you have responded to these previous reviewer’s
comments in your cover letter as a point-for-point list indicating the changes you have made
to the submitted manuscript.

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published
before; that it is not under consideration for publication anywhere else; that its publication has
been approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or
explicitly — at the institute where the work has been carried out. The publisher will not be held
legally responsible should there be any claims for compensation.

As  normas  completas para  publicacdo podem  ser  acessadas  em:
<http://www.springer.com/life+sciences/ecology/journal/11258?detailsPage=pltci 10603
29>




144

NORMAS PARA PUBLICACAO NO PERIODICO ECOLOGICAL RESEARCH

GENERAL INFORMATION

Ecological Research is the official English-language journal of the Ecological Society
of Japan and publishes original papers on all aspects of ecology, in both aquatic and terrestrial
ecosystems. Manuscripts published in this journal must fundamentally advance and/or change
our understanding of ecological principles. Purely descriptive papers and those merely
confirming or extending results of previous work will not be considered. We publish original
articles, current topics in ecology, special features, technical reports, notes and comments,
data papers, and forum papers. The journal is introducing "Biodiversity in Asia" as a new
article type.

The articles in "Current topics in ecology” review recent advances in topical areas of
ecology. "Special features” are collections of research articles and reviews organized by the
guest editors. "Technical reports” propose the development of new methods with the potential
to advance of ecological research. "Notes and comments™ report new significant ecological
findings that do not warrant standard full-length manuscripts. "Data papers" are intended to
develop ecological research by electronically archiving excellent research data accompanying
metadata of any ecological process. The "Forum™ section is reserved for discussing the future
work of ecology and should be written by authors authorized by the society.

The acceptance criteria for all papers are quality and originality of research and its
significance to our readership. Final acceptance or rejection rests with the Editorial Board.

Of the papers published in each volume of Ecological Research, approximately five

will be chosen by members of the Editorial Board as “Excellent Papers” every year.

Manuscript Submission
Manuscripts should be written so that they are intelligible to the professional reader

who is not a specialist in the particular field.

As  normas  completas para  publicacdo podem  ser  acessadas  em:
<https://www.springer.com/life+sciences/ecology/journal/11284?detailsPage=pltci 25898
21>




145

NORMAS PARA PUBLICACAO NO PERIODICO BOTANICAL JOURNAL OF THE
LINNEAN SOCIETY

Instructions for Authors

The Linnean Society publishes four periodicals: the Biological, Botanical and
Zoological Journals, and The Linnean, the Society's newsletter and proceedings.

The Botanical Journal of the Linnean Society publishes original papers on systematic
and evolutionary botany and comparative studies of both living and fossil plants. Review
papers are also welcomed which integrate fields such as cytology, morphogenesis, palynology
and phytochemistry into a taxonomic framework. The journal will only publish new taxa in
exceptional circumstances as part of larger monographic or phylogenetic revisions.

Submissions to the Botanical Journal are made on-line using ScholarOne Manuscripts.
To submit to the Journal go to http://mc.manuscriptcentral.com/botjls. If this is the first time
you have used the system you will be asked to register by clicking on ‘create an account’.
Full instructions on making your submission are provided. You should receive an
acknowledgement within a few minutes. Thereafter, the system will keep you informed of the
process of your submission through refereeing, any revisions that are required, and a final
decision.

Manuscripts submitted by other methods will not be considered.

Conflict of Interest

The Botanical Journal of the Linnean Society requires that all authors disclose any
potential sources of conflict of interest. Any interest or relationship, financial or otherwise,
that might be perceived as influencing an author’s objectivity is considered a potential source
of conflict of interest. These must be disclosed when directly relevant or indirectly related to
the work that the authors describe in their manuscript. Potential sources of conflict of interest
include but are not limited to patent or stock ownership, membership of a company board of
directors, membership of an advisory board or committee for a company, and consultancy for
or receipt of speaker’s fees from a company. The existence of a conflict of interest does not

preclude publication in this journal.

As  normas  completass para  publicagio  podem  ser  acessadas em:
<http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(1SSN)1095-
8339/homepage/ForAuthors.html>




