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RESUMO

A familia Eriocaulaceae incluida na ordem Poales contém espécies que apresentam
atributos florais relacionados tanto a polinizacdo bi6tica, como a presenca de estruturas
nectariferas, quanto a polinizagdo pelo vento, como flores pequenas, unissexuais com 0rgaos
sexuais expostos. Tendo isto em vista, este estudo teve como objetivo determinar o sistema de
polinizacdo e esclarecer aspectos relacionados a sinalizacdo floral envolvida na interacéo
planta-polinizador em trés espécies de Paepalanthus (P. bifidus, P. subtilis e P. tortilis). A
biologia floral das trés espécies foi descrita, sendo feitas observacbes de visitantes e
comportamento de polinizadores, mensuracgdes da reflectancia dos capitulos e discriminacéo
em espaco de cores, andlise de volateis florais e experimentos de exclusdo de vetores para
averiguar a formacao de frutos oriunda de polinizacdo por vento, insetos e/ou geitonogamia. As
formigas Solenopsis tridens e Camponotus crassus sdo 0s visitantes mais abundantes e
polinizadores efetivos em P. bifidus e P. tortilis, respectivamente. De acordo com o modelo de
visdo para formigas, os capitulos destas espécies sao melhores discriminados em relacdo ao
plano de fundo. Por sua vez, P. subtilis, espécie menos conspicua, ndo recebe visitantes e tem
taxa de aproximadamente 90% de frutos formados unicamente por geitonogamia entre flores
proximas do mesmo capitulo. N&o foi verificada a emisséo de volateis florais. O vento ndo
demonstrou ter participacdo na formacdo de frutos nas trés espécies. Nossos resultados
colaboram para o entendimento da biologia floral, polinizacéo e sinalizacdo visual em espécies
de Eriocaulaceae, corroborando a entomofilia na familia e o papel de formigas como

polinizadores efetivos.

Palavras-chave: Entomofilia. Espectros de refletdncia. Geitonogamia. Paepalanthus.

Mirmecofilia.



ABSTRACT

The Family Eriocaulaceae belongs to the order Poales exhibits traits associated with both
insect pollination, such as presence of nectar and wind pollination, such as small flowers,
exposed sexual organs and small pollen grains. This study aimed to elucidate issues related to
floral signaling, observations of insect visits and pollination behavior, floral volatiles, and the
contribution of the insects, wind and self-pollination to fruit set in three species of Paepalanthus
(P. bifidus, P. subtilis e P. tortilis). The ants Solenopsis tridens and Camponotus crassus were
the most abundant floral visitors and the effective pollinators in P. bifidus and P.
tortilis, respectively. According to colour space by ants the inflorescences of P.bifidus and P.
tortilis, are better discriminated against background (leaves/scape). While P. subtilis is less
conspicuous producing about 90% fruit only by geitonogamy. Inflorescences did not contain
any floral volatile compounds. There was no evidence of wind pollination in all of the three
species. Our results contribute to understanding of the floral biology, pollination and visual
signaling in Eriocaulaceae, corroborating the entomophily in the family and the role of ants as

effective pollinators.

Keywords: Entomophily. Geitonogamy. Myrmecophily. Paepalanthus. Spectral reflection.
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1 INTRODUCAO

Nesta dissertacdo procuramos entender aspectos da morfologia floral, dindmica de antese,
receptividade estigmatica, sinalizacdo floral, sistema de polinizacdo e reprodutivo na familia
Eriocaulaceae. As plantas dependem de vetores como animais € 0 vento para promover a
transferéncia de grdos de polen das anteras até os estigmas para realizar a reproducdo sexuada.
Para isso as plantas desenvolveram diferentes caracteristicas florais tais como tamanho,
formato, cor e odor que estimulem a polinizacao cruzada. A familia Eriocaulaceae incluida na
ordem Poales, caracteriza-se por suas flores pequenas unissexuais agrupadas em capitulos.
Nesta familia encontra-se espécies que apresentam tanto atributos florais relacionados a
polinizacdo bidtica, como a presenca de estruturas nectariferas quanto polinizacdo pelo vento
como flores pequenas, unissexuais com 6rgdos sexuais expostos. Os estudos realizados sugerem
a entomofilia como o sistema de polinizacdo principal para a familia, contudo a possivel
participacdo do vento (anemofilia) no sucesso reprodutivo e a possibilidade de um sistema
misto de polinizagdo (ambofilia) permanece em aberto.

Este estudo estd dividido em duas partes: uma fundamentacdo tedrica abordando
conceitos de sinalizacéo floral nas interagdes planta-polinizadores, polinizacdo pelo vento e as
caracteristicas florais relacionados a este sistema e polinizacdo biotica e abidtica atuando
simultaneamente (ambofilia). Em seguida, destacamos os sistemas de polinizacdo ocorrentes
na ordem Poales e o conhecimento atual sobre biologia floral, reprodutiva e polinizacdo em
Eriocaulaceae. A segunda parte é constituida por um capitulo abordando sinalizagdo floral e

polinizacdo em trés espécies do género Paepalanthus.

Neste capitulo demonstramos como a cor das inflorescéncia de Paepalanthus bifidus e
P.tortilis desempenham papel na sinalizacéo visual e na atracdo de formigas e moscas. Por outro
lado, P. subtilis a espécie menos conspicua ndo recebe visitantes e forma frutos unicamente por
autopolinizacdo. E embora as espécies possuam caracteristica relacionadas a polinizacdo pelo

vento, este vetor ndo teve participagdo no sucesso reprodutivo.



2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Polinizacéo biotica, anemofilia e ambofilia
2.1.1 Atributos florais na polinizacéo bidtica (entomofilia): Cor e Odor

As espécies de plantas com flores apresentam diversificadas e exuberantes combinagdes
de atributos florais. As cores, odor, forma da flor, horario de antese e localizagao do néctar sao
resultado de um longo e intimo processo coevolutivo das flores com seus polinizadores
(Willmer, 2011). Esses atributos florais, em grande parte refletem estratégias adaptativas para
otimizar a reproducdo sexuada através do transporte de polen realizado pela a¢do de vetores

bidticos (insetos, aves, mamiferos) e abioticos (vento e dgua) (Willmer, 2011).

A interacdo entre a flor e os vetores biodticos € iniciada através de estimulos atrativos
visuais e olfativos que sinalizam a presencga e oferta de um determinado recurso, estimulando a
visitagdo e possivelmente o processo de polinizacdo (Endress, 1994; Chittka e Thompson,
2004). As flores como descrita por Raguso (2004) sdao grandes outdoors sensoriais com amplos
e complexos sinais para atrair, guiar ou repelir visitantes. Esses sinais enviados devem ser
reconhecidos pelos visitantes para que a interagdo ocorra através dos seus aparatos cognitivos
(Chittka e Raine, 2006). Assim a etapa de reconhecimento é parte fundamental podendo
determinar se uma flor sera ou ndo polinizada ou se uma espécie de planta atrai mais visitantes

que outra (Rech et al., 2014).

As cores sdo produzidas por varios pigmentos como os flavonoides, carotenoides,
betalainas e sdo importantes sinais relacionados a reproducdo (polinizagéo) e sobrevivéncia
(predacédo) entre os organismos (Cuthill et al., 2017). A capacidade visual de deteccdo e
discriminacdo dos estimulos de insetos tem sido tema de muitos estudos (Briscoe e Chittka,
2001; Chittka e Raine, 2006; Lunau 2014; Hannah et al., 2019). Os himendpteros, de forma
geral, possuem visdo tricromatica, ou seja, possuem fotorreceptores com picos de excitacdo em
trés faixas do espectro visivel, ultravioleta, azul e verde (Briscoe e Chittka, 2001). Dipteros
como a Musca domestica, Eristalis tenax e Drosophila melanogaster utilizados como modelos
para estudos de visdo de cores possuem Visdo tetracromatica com dois picos de excitacdo na
faixa do ultravioleta, azul e verde (Lunau, 2014). A cor da estrutura floral atrativa percebida
pelos animais € determinada pelos seus sistemas visuais através do comprimento de onda do
estimulo refletido (estrutura floral) em combinacdo com fatores como o plano de fundo e a

iluminacdo ambiente. (Kemp et al. 2015)
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Os odores florais sdo moléculas lipofilicas, volateis considerados sinais florais que
direcionam os polinizadores a localizagao das flores, atuando como atrativos de curta e longa
distancia (Wright e Shiestl, 2009). Os insetos dependem do sistema olfativo para exercerem
funcdes basicas como alimentacdo e reprodugao e para tal eles contam um sistema olfativo bem
desenvolvido, suas antenas e partes do aparelho bucal possuem sensores quimicos que se
conectam diretamente ao cérebro assim lhes permitindo detectar e distinguir diversos

compostos (Wright e Shiestl, 2009)

Os odores florais sdo importantes em situagdes onde os sinais visuais sdo dificilmente
reconhecidos, como plantas com pouco contraste com o plano de fundo, plantas que dependem
de polinizadores com atividade noturna e situagdes nas quais as flores competem pelos
polinizadores emitindo diferentes odores a fim de maximizar e manter a fidelidade dos

visitantes (Chittka e Raine, 2006; Wright e Shiestl, 2009)
2.1.2 Polinizagao por formigas: mirmecofilia

Formigas sdo animais presentes em praticamente todos 0s ecossistemas terrestres (Tobin
1995). Esses animais tém um longo histdrico coevoluido com as plantas em diferentes formas,
sejam elas. mutualistica ou antagonista. A polinizacdo é um caso controverso. Formigas sdo
geralmente consideradas pilhadores de néctar e raramente como polinizadores efetivos (Peakall
e Beattie 1991; LeVan et al., 2014). Isso deve-se principalmente ao pequeno tamanho desses
animais, deslocamento restrito a areas proximas do ninho, comportamento agressivo em relagédo
a outros visitantes e as glandulas metapleurais. As glandulas metapleurais secretam ao longo
do corpo substancias de defesa contra fungos e bactéria que podem influenciar na viabilidade
dos gréos de pélen (Beattie et al., 1984).

Em contraste, a polinizacdo por formigas pode ser um eficiente sistema de baixo custo
energético, favorecido em plantas proximas ao solo com inflorescéncia proxima umas a outras
que permitam varias visitas em um curto espaco e que oferegcam néctar como recurso (Hickman,
1974). A hipotese de inviabilidade polinica é contestada por alguns autores (Gomez et al. 1996)
que ndo verificaram quantidade significativa de pélen inviaveis aderido ao corpo do inseto,
sugerindo que uma alta quantidade de gréos de polen e o pouco tempo de exposi¢do podem

anular os efeito das substancia de defesa contra fungos e bactéria.

A revisdo realizada por de Vega e Gomez (2014) descreve cerca de 46 espécies de
formigas como polinizadores. Em estudo com Cytinus hypocistis (Cytinaceae), Vega et al.

(2009) relatam que 97% dos visitantes florais sdo formigas que atuam como polinizadores
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carregando grande quantidade grdo de pdlen. Ibarra-Isassi e Sendoya (2016) demonstram que
formigas dos géneros Dorymyrmex, Brachymyrmex e Solenopsis sdo 0s visitantes mais
abundantes em Blutaparon portulacoides (Amaranthaceae), contribuindo para a formacéo de
semente principalmente quando insetos voadores sdo escassos. Domingos-Melo et al. (2017)
comprovaram a eficiéncia de formiga no sucesso reprodutivo de Ditassa capillaris e D. hastata
(Asclepiadoideae). Em recente estudo, Del-Claro et al. (2019) relataram Camponotus crassus

como o visitante mais abundante e polinizador efetivo em Paepalanthus lundii (Eriocaulaceae).
2.1.3 Polinizacéo pelo vento: anemofilia

Anemofilia ¢ o processo de transferéncia de graos de pélen de uma flor para o estigma da
mesma ou de outra flor através do vento (Ackerman, 2000). A polinizagdo pelo vento ¢ a
condicdo derivada nas angiospermas encontrada em cerca de 18% das espécies, que evoluiu ao
menos 65 vezes a medida em que condigdes fisicas e bioldgicas no ambiente, como a escassez
de polinizadores e fragmentagdes do habitat tornaram a polinizacdo bidtica menos vantajosa

(Ackerman, 2000; Friedman e Barret 2008, 2009).

Diferente dos atrativos e sinalizadores (cor e odor) florais encontrados nas flores
polinizadas por animais, através de analises filogenéticas, Friedman e Barret (2008) verificaram
que a evolugdo da polinizagdo pelo vento estd positivamente correlacionada com as seguintes
caracteristicas: habitat aberto, flores unissexuais, pequenas, inconspicuas, auséncia de néctar e
baixo nimero de 6vulos. Assim de forma geral as plantas anemofilas apresentam perianto
reduzido ou ausente, menor taxa de emissao de volateis florais, flores unissexuais, estames com
filetes longos e anteras expostas, grados de pdlen pequenos, numerosos, secos, estigmas
expostos, bifidos e pequeno numero de 6vulos (Faegri e Pijl. 1979; Culley et al., 2002;
Friedman e Barret 2008, 2009).

A polinizacdo pelo vento evolui mais frequentemente em clados com flores pequenas e
pouco vistosas (Friedman e Barret 2008), assim caracteristicas morfolégicas das flores e
inflorescéncias das plantas anemofilas e sua relacdo com o habitat aberto sédo adaptagdes que
refletem a aerodindmica necessaria para maximizar a liberacdo de gréos de polen pelas anteras
e a captura pelos estigmas, sem que estes sejam obstruidos pela vegetacdo (Friedman e Barret
2008, 2009). A correlagdo com flores unissexuais pode ser explicada pelo fato da liberacdo e
captura de pdlen serem eventos separados e diferentes estruturas sdo necessarias para otimizar

a polinizacdo (Friedman e Barret 2008, 2009). O baixo numero de 6vulos, € relacionado ao
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baixo custo de producdo das flores assim investindo em poucos 6vulos por plantas e mais flores
por plantas (Friedman e Barret 2008, 2009).

2.1.4 Polinizacdo por diversos pequenos insetos e pelo vento: ambofilia

A combinacdo entre a polinizacdo biodtica e abidtica atuando simultaneamente no
transporte de pélen é denominada ambofilia (Culley et al., 2002). Essa estratégia pode ser uma
adaptacdo a ambientes que variam espacialmente e temporalmente em favor da polinizacao
abiotica ou biotica (Culley et al.,2002). Neste contexto, a combinacdo e variagdo no servico de
polinizacdo tornam uma estratégia mista vantajosa, podendo aumentar o sucesso reprodutivo
ou garanti-lo em condigdes nas quais determinado vetor € menos eficiente, como por exemplo,

menor velocidade de vento e diminui¢do da abundancia de polinizadores (Culley et al., 2002).

Ha controvérsia se a ambofilia é um sistema estavel ou uma condic¢éo intermediaria na
transicdo para a anemofilia ou uma readaptacdo a polinizacdo bidtica (Culley et al., 2002).
Transi¢des para um sistema completamente aneméfilo séo favorecidas quando os polinizadores
se tornam escassos ou ausentes. No género Leucadendron (Proteaceae), por exemplo, 89% das
espeécies sdo polinizadas por animais e para algumas espécies € sugerido uma transicao para
sistema anemdfilo (Barker et al. 2004). Welsford et al. (2015) em estudo com esse género
através das relages filogenéticas e analise dos atributos envolvidos na transigdo para sistema
anemofilo demonstraram que espécies anemofilas tem grdos de polen sdo menores, mais

numerosos, exibem um contraste menor com o plano de fundo e reducédo nos volateis emitidos.

Readaptagdes para a polinizagdo bidtica sdo consideradas dificeis, uma vez que muitos
tracos florais envolvidos na atragdo séo perdidos e dificilmente s&o restabelecidos. (Culley et
al., 2002). Porém podem ocorrer quando tracos florais remanescentes tais como partes vistosos,
coloridas, com refletancia de luz ultravioleta e odor assumem o papel de atracdo. Em
Cyperaceae uma familia predominantemente anemofila (Judd et al., 2009) as espécies Cyperus
obtusiflorus e C. sphaerocephalus possuem bracteas involucrais com coloracdo laranja e branca
e presenca de odor que atuam na atracdo de insetos polinizadores (Wragg e Johnson, 2011). A
estabilidade é indicada quando o sucesso reprodutivo da combinacgéo entre polinizagéo bidtica
e abidtica é maior do que quando cada sistema atua isoladamente (Culley et al., 2002). Essa
condicdo é registrada em Rhynchospora ciliata, uma espécie que possui tanto tracos
anemdafilos, anteras e estigmas expostos e grande razdo polen ovulo como tragos envolvidos na
atracdo de insetos, como as bracteas e anteras que refletem luz ultravioleta; assim ambos os

vetores contribuem para o sucesso reprodutivo (Costa e Machado, 2012; Costa et al., 2017).
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2.2 Poales - relaces filogenéticas e sistemas de polinizacéo

Poales ¢ uma ordem do clado das monocotiledoneas com cerca de 20000 espécies
agrupadas em 14 familias (Givnish et al. 2010; APG IV, 2016). A ordem possui grande
importancia econdmica sendo base da alimentagdo humana, responsavel por mais de 50% das
calorias ingeridas, alimentacdo de gado, cobertura vegetal e ornamentacao (Judd et al., 2009) e
estdo presentes em praticamente todos habitats terrestres e aquaticos (ndo marinho), sendo
ecologicamente dominantes em savanas e campos (Linder e Rudall, 2005; Bouchenak-Khelladi

et al.,2014).

A ordem Poales apresenta ampla variedade de morfologias florais (flores solitarias,
agrupadas em inflorescéncias, vistosas, inconspicuas, grandes, pequenas com ou sem estruturas
nectariferas) originando diferentes formas de transporte de podlen, seja o vento, mamiferos,
grandes e pequenos insetos (Wolowski e Freitas, 2015). A polinizagao bidtica ¢ a condigdo
ancestral na ordem, correlacionada a flores vistosas, hermafroditas e producdo de néctar e
ocorre predominante nas familias Bromeliaceae, Rapateaceae, Mayacaceae, Xyridaceae e
Eriocaulaceae (Givnish et al., 2010). A polinizagdo abiotica ¢ a condi¢ao derivada que surgiu
varias vezes de forma independente e estd na correlacionada a flores inconspicuas, unissexuais,
auséncia de néctar e presente em Typhaceae, e nos clados cyperideas, graminideas e restiideas

(Givnish et al., 2010).

Casos de ambofilia e possiveis reversdes para polinizacao biotica sao descritos na familia
Cyperaceae. Magalh&es et al. (2005) verificaram presenca de compostos volateis em Eleocharis
elegans, Wragg e Johnson (2011) mostraram que a coloragdo branca e laranja das bracteas de
especies de Cyperus junto com presenca de odor desempenham papel de atracdo de insetos
polinizadores. Costa e Machado (2012) demonstraram resultados semelhantes para
Rhyncospora ciliata na qual as bréacteas involucrais e as anteras refletem luz ultravioleta, visivel
para as abelhas polinizadoras. Esses mesmos autores sugerem que a contribuicdo de cada vetor
de polen em R. ciliata pode variar sob diferentes condi¢cbes ambientais (Costa et al.,2017). A
velocidade do vento menor em épocas secas resultou em menor taxa de frutificacdo enquanto
os insetos polinizadores s&o menos suscetiveis a varia¢do sazonal, contribuindo para o sucesso
reprodutivo em ambas épocas Umida e seca (Costa et al.,2017). Assim como R.cilata, R.pubera
tem alta producéo de frutos tanto pela acdo do vento quanto de insetos contribuindo para o

sucesso reprodutivo sugerindo um sistema ambofilo estavel (Costa et al.,2017)
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2.3 Relacdes Filogenéticas e importéncia das Eriocaulaceae

Eriocaulaceae ¢ uma familia de distribuicao subtropical e tropical com aproximadamente
1400 espécies reunidas em 10 géneros (Giulietti et al., 2012). A familia ¢ caracterizada por caule
curto, folhas em roseta, flores agrupadas em capitulos unissexuais, 3 a 2 16culos no ovario e
graos de polen espiraperturados (Giulietti et al., 2012). Dentro de Eriocaulacaeae sdo
reconhecidas duas subfamilias: Eriocauloideae com pétalas glandulosas e diplostémone,
composta pelos géneros Eriocaulon e Mesanthemum e Paepalanthoideac com pétalas
eglandulosas e isostémone, com os géneros Lachnocaulon, Tonina, Paepalanthus,

Rondonanthus, Leiothrix, Actinocephalus, Syngonanthus € Comanthera (Giulietti et al., 2012).

Algumas espécies de Eriocaulaceae possuem importante valor econdmico, como as
“sempre-vivas”, conhecidas popularmente por possuir grande durabilidade nas flores e
inflorescéncias, que apos colhidas e secas, mantém suas cores e formatos, caracteristicas que

sdo usadas para confec¢do de buques, artigos de decoracdo e bolsas (Giulietti et al., 1996).
2.4 Biologia floral e reprodutiva em Eriocaulaceae

As espécies de Eriocaulaceae apresentam inflorescéncias pequenas, brancas, cremes com
bracteas involucrais e/ou florais brancas, negras, marrons, verdes e com estruturas produtoras
de néctar. Estruturas nectariferas evoluiram de forma independentemente na familia, as
glandulas nas pétalas (presente subfamilia Eriocauloideae), pistolodios e ramos nectariferos do
estilete (presente na subfamilia Paepalanthoideae) (Rosa e Scatena 2003, 2006). Estudos de
biologia floral e reprodutiva em Eriocaulaceae ainda séo escassos, representando apenas 2,2%
dos estudos realizados em Poales neotropicais (Wolowski e Freitas, 2015). Estes apontam a
entomofilia como o principal sistema de polinizacdo (Ramos et al 2005, Oriani et al. 2009 e
Del-Claro et al., 2019) e ndo demonstram evidéncias experimentais para anemofilia como
sugerido como possibilidade por alguns autores (Krall 1966; Judd et al.,2009; Wolowski e
Freitas, 2015).

As flores com néctar de facil disponibilidade em Eriocaulaceae atraem uma diversificada
gama de insetos das ordens Diptera, Coleoptera, Hemiptera e Hymenoptera (Ramos et al., 2005;
Oriani et al., 2009). Esses insetos em busca do néctar, acabam entrando em contato com as
anteras e estigmas, uma vez que estes se localizam acima ou na mesma altura dos pistilédios
nectariferos e as ramificacdes nectariferas assim podendo efetuar o processo de polinizacéo
(Ramos et al., 2005; Oriani et al., 2009). Ramos et al. (2005) observaram 30 espécies de

visitantes para as espécies C. mucugensis e C. curralensis dos quais 12 eram polinizadores
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efetivos (besouros e moscas). No estudo de Oriani et al. (2009) observaram 29 espécies de
visitantes para a espécie C. elegans sendo seis os polinizadores efetivos (besouros, formigas,
abelhas e moscas). A polinizacao por formigas € incomum nas angiospermas (Domingos-Melo
et al., 2017) em recente estudo com P. lundii foi demonstrado através de experimentos de
exclusdo de vetores e observacGes de grdos de pdlen da espécie no corpo do inseto e que as
formigas atuam como polinizadores efetivos contribuindo pro sucesso reprodutivo aumentando

a quantidade de sementes formadas (Del-Claro et al, 2019).

Os estimulos visuais e olfativos envolvidos na atragdo dos polinizadores ao néctar ainda
sdo pouco conhecidos na familia. Em C. elegans no momento da antese as estruturas
nectariferas se destacam nos capitulos, apresentando coloracdo amarela/alaranjada (Oriani et
al., 2009). Em C. mucugensis e C. curralensis, experimentos através da reagao com hidroxio
de amoénio evidenciaram a presenca de pigmentos com capacidade de absorbancia de
ultravioleta em todas as partes florais dos capitulos (Ramos et al., 2005). A presen¢a de odor
doce e suave ao olfato humano foi relatada em espécies de Paepalanthus ¢ Comanthera nas

primeiras horas da tarde e persistindo até o por do sol (Sano 1996, Ramos et al.,2005).

A polinizagdo pelo vento nao foi verificada em nenhum estudo realizado até o momento
(Ramos et al., 2005; Oriani et al., 2009). Estudos realizados com experimentos de exclusao de
vetores mostraram nao haver diferenca estatistica na quantidade de sementes formadas entre
inflorescéncias ensacadas que permitem apenas a passagem de graos de polen (polinizagao pelo
vento) e inflorescéncias ensacadas que ndo permitem a a¢ao de qualquer vetor (autopolinizagdo
espontanea). (Oriani et al., 2009; Del-Claro et al, 2019). Experimentos para testar a capacidade
de dispersdao de podlen nas espécies de Eriocaulaceae com a captura de graos de pdlen no ar
deixam duvidas em relacao a capacidade de dispersdao. Nos experimentos realizados por Ramos
et al (2005) nenhum grao de polen das espécies estudadas foi capturado pelas armadilhas.
©eiEnquanto Oriani et al., (2009) observaram expressiva quantidade de graos de pdlen da

espécie estudada nas armadilhas.

E descrito para Eriocaulaceae a formagio de sementes por autopolinizagio
(geitonogamia) indicando que as espécies sdo auto compativeis (Uphof, 1929, Ramos et al.,
2005, Sawyer et al., 2005, Oriani et al., 2009). Inflorescéncias ensacadas de E. parkeri tiveram
alta taxa (89%) de sementes formadas por geitonogamia (Sawyer et al. 2005). Os autores
argumentam que essa alta taxa ¢ decorréncia da proximidade das flores pistiladas e estaminadas
que entram em antese simultaneamente. A agamospermia também pode ocorrer nessa espécie

em baixa frequéncia. Comathera Mucugensis e C.elegans apresentam separacao temporal das
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fases pistiladas e estaminadas nos capitulos assim sendo pouco provavel a geitonogamia
espontanea (Ramos et al.,2005; Oriani et al., 20099). Porem os capitulos de um mesmo
individuo apresentam fases distintas podendo ocorrer polinizacdo entre os capitulos. Portanto,
a geitonogamia pode ser uma estratégia para garantir o sucesso reprodutivo dessas espécies,
uma vez que € menos suscetivel a variagdes bidticas e abidticas que a polinizacao cruzada e

consequente alogamia.
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3 SINALIZACAO FLORAL, POLINIZACAO POR FORMIGAS E GEITONOGAMIA
EM PAEPALANTHUS (ERIOCAULACEAE - POALES)

Edivaldo Rodrigues Martins Junior?, Ana Carolina Galindo da Costa?, Paulo Milet-
Pinheiro?, Daniela Navarro®, William Wayt Thomas*, Ana Maria Giulietti-Harley® &
Isabel Cristina Machado*!

Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Vegetal, Departamento de Botanica, Universidade
Federal de Pernambuco, Recife-PE;

2Universidade de Pernambuco, Campus Petrolina, Pernambuco, Brazil

3Departamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brazil

“The New York Botanical Garden, Bronx, NY, USA

® Universidade Estadual de Feira de Santana, Programa de P6s-Graduacdo em Botanica,

Avenida Transnordestina s/n, Novo Horizonte, Feira de Santana, 44036-900, Bahia, Brazil.

Contexto e Objetivos: A familia Eriocaulaceae apresenta atributos relacionados tanto a
polinizagdo por insetos como a presenca de néctar, quanto pelo vento, como por exemplo, flores
pequenas unissexuadas com anteras e estigmas expostos e grdos de pélen diminutos. A
entomofilia é sugerida como principal sistema de polinizacdo, porém h& possibilidade
anemofilia na familia. Portanto, este estudo teve como objetivo esclarecer aspectos relacionados
a sinalizacdo floral envolvida na interacdo planta-polinizador e determinar o sistema de
polinizagdo e reprodutivo em trés espécies de Paepalanthus (P.bifidus, P. subtilis e P. tortilis).
Meétodos: O estudo de campo abrangeu a descricao da biologia floral, observagdes de visitantes
e comportamento de polinizadores e experimentos para averiguar a formagéo de frutos oriunda
de polinizagdo por vento, insetos e/ou autopolinizacdo. Também realizamos mensuracdes da

reflectancia dos capitulos, discriminacdo em espaco de cores e analise de volateis florais.
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Resultados Chave: As flores no capitulo tém maturacdo centripeta e o periodo de antese das
flores pistiladas e estaminadas de todas as espécies ocorre simultaneamente no capitulo,
sobrepondo-se. Formigas séo os visitantes florais mais abundantes e polinizadores efetivos em
P. bifidus e P. tortilis. Os capitulos destas espécies sdo melhor discriminados para formigas em
relacdo ao plano de fundo (folhas/escapos). Em contraste, P. subtilis, espécie menos conspicua,
ndo recebe visitantes e forma frutos unicamente por geitonogamia entre as flores préximas do
mesmo capitulo. N&o foi verificada a emissdo de volateis florais. O vento ndo demonstra ter

participacdo na formacg&o de frutos nas trés espécies.

Conclusotes: Nossos resultados mostram que a sinalizacdo visual intermedia a interacao entre
as plantas e polinizadores. Corroboramos com a ideia de que a entomofilia é o principal sistema
de polinizacdo em Eriocaulaceae. As formigas desempenham importante papel como
polinizadores podendo este ser um sistema frequente na familia. Geitonogamia ocorre,

assegurando o sucesso reprodutivo na auséncia de polinizadores.

Palavras-Chaves: Entomofilia, Espectros de refletancia, Geitonogamia, Mirmecofilia,

INTRODUCAO

A ordem Poales ostenta vasta diversidade floral, com relagdo a morfologia, aos tamanhos,
formatos, cores, recursos oferecidos e sistemas sexuais, que intermediam as interacdes entre as
plantas e os distintos vetores de pdlen abidticos e bidticos (Wolowski e Freitas, 2015). Estudos
filogenéticos na ordem, quando relacionados aos sistemas de polinizacdo, apontam a
polinizac&o por insetos como condicdo plesiomorfica, correlacionada a flores maiores, vistosas
e com producéo de néctar (Linder, 2005; Givnish et al., 2010). Esses atributos atuam na atragdo
dos visitantes florais, instigando a visita a partir da sinalizacdo da disponibilidade do recurso

(Chittka e Thompson, 2001). Mudancas para a polinizagdo pelo vento no grupo ocorreram cinco
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vezes, tendo origens independentes correlacionadas ao habitat aberto e onde ha auséncia de
vetor biotico, flores pequenas, agrupadas em inflorescéncias inconspicuas e auséncia de néctar
(Givnish et al., 2010). Essas caracteristicas estdo relacionadas a aerodindmica necessaria para
liberacdo dos grdos de polen pelas anteras, livre movimento pelas correntes de ar e a captura
pelos estigmas (Friedman e Barrett, 2008, 2009).

Casos de ambofilia, que envolvem polinizagdo bidtica e abidtica atuando
simultaneamente, sdo relatados em familias de Poales, como Cyperaceae e Poaceae, familias
predominantemente anemofilas (Judd et al., 2009, Costa e Machado, 2012, Schultze-
Albuquerque et al., 2019). As espécies Rhynchospora ciliata e R. pubera (Cyperaceae), por
exemplo, possuem tanto atributos anemofilos, como anteras e estigmas expostos e grande razao
polen 6vulo, quanto atributos envolvidos na atragdo de insetos, como brécteas e anteras brancas,
garantindo assim seu sucesso reprodutivo tanto pela acdo do vento quanto pela de insetos (Costa
e Machado, 2012; Costa et al., 2017).

A familia Eriocaulaceae, reconhecida por suas flores unissexuadas agrupadas em
inflorescéncias capituliformes, é a quarta maior em nimero de espécies em Poales com
aproximadamente 1.400 reunidas em 10 géneros (Giulietti et al., 2012). Estudos realizados com
Eriocaulaceae estdo concentrados principalmente em analises anatdbmicas e levantamentos
taxondmicos (Giulietti et al., 2000; Costa, et al., 2008). Dados sobre aspectos da biologia floral
e reprodutiva ainda sdo incipientes para a familia, representando 2.2 % dos estudos ja realizados
nas Poales neotropicais (Wolowski e Freitas, 2015)

O sistema de polinizacao principal sugerido para a familia é a entomofilia (Ramos et al.,
2005; Oriani et al., 2009; Del-Claro et al., 2019). Estruturas nectariferas, raras em Poales e
grande indicativo de polinizacdo bidtica evoluiram de forma independentemente em
Eriocaulaceae, nas formas de glandulas nas pétalas (subfamilia Eriocauloideae), pistilédios e/ou

ramos nectariferos do estilete (subfamilia Paepalanthoideae) (Rosa e Scatena 2003, 2006). No
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género Comanthera nos campos rupestres, as espécies C. curralensis, C. mucugensis e C.
elegans foram polinizadas por diversos pequenos insetos das ordens Diptera, Coleoptera e
Heminoptera, os quais utilizam principalmente o néctar como recurso (Ramos et al 2005; Oriani
etal., 2009). Em recente estudo, Del-Claro e colaboradores (2019) demonstraram rara interagéo
de formigas como polinizadoras efetivas em Paepalanthus lundii. A anemofilia, entretanto,
também é proposta por alguns autores como sendo uma possibilidade, baseando-se em
caracteristicas, como flores pequenas, unissexuadas com 0rgdos sexuais expostos e grdos de
polen pequenos (Kral, 1966; Judd et al., 2009). Geitonogamia espontanea também é relatada
em Eriocaulon parkeri (Sawyer et al., 2005)

Tendo em vista a possibilidade de diferentes sistemas de polinizagcdo em representantes de
Eriocaulaceae e considerando a relevancia de estudos em biologia da polinizagdo para o
entendimento do sucesso reprodutivo, conservagéo e evolugéo das interagdes entre diferentes
organismos, este estudo teve como objetivo responder as seguintes perguntas, usando trés
espécies de Paepalanthus Mart. como modelo: a) Qual o papel das cores e volateis florais na
atracdo dos visitantes/polinizadores? b) Quais sdo os visitantes florais, seus comportamentos e
o papel na polinizagdo das espécies? c) qual o sistema de polinizacdo das espécies estudadas?

MATERIAIS E METODOS
Area de estudo

O estudo foi realizado no periodo de julho de 2018 a agosto de 2019 na Reserva Bioldgica
de Guaribas localizada na rodovia PB-071, km 01, zona rural do municipio de Mamanguape,
Paraiba- PB (06°40°40” ¢ 06°44°59” S, 41°06°46" ¢ 41°08°00” O). A vegetacdo da reserva €
caracterizada por fragmentos de floresta semidecidual com &reas de savana de estrato herbéaceo
graminoide dominadas pelas familias Poaceae, Cyperaceae, Eriocaulaceae e Xyridaceae (Viana
et al., 2011) (Figura 1A, B). A temperatura média varia entre 24 e 26°C com 0s meses mais

quentes entre dezembro a fevereiro (Viana et al., 2011). A estagédo chuvosa inicia-se no final de
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fevereiro se estendendo até julho, com meses mais chuvosos entre abril e junho apresentando
média mensal de 300 a 400 milimetros, com precipitacdo total anual de 1.750 a 2.000
milimetros (Viana et al., 2011).
Grupo vegetal estudado

Dentro de Eriocaulacaeae sdo reconhecidas duas subfamilias: Eriocauloideae com flores
diplosttmones e peétalas glandulosas e Paepalanthoideae com flores isostémones e pétalas
eglandulosas. O género Paepalanthus relne cerca de 400 espécies, das quais 357 ocorrem no
Brasil, sendo, portanto, o maior género brasileiro de monocotiledoneas (BFG, 2015).
Paepalanthus possui ampla distribuicdo ocorrendo desde o norte ao sul do pais (Giulietti et al.,
2012). As trés espécies estudadas neste trabalho, Paepalanthus bifidus (Figura 1C,E), P. subtilis
(Figura 1D,E) e P. tortilis (Figura 1F). sdo herbéceas, anuais com pétalas livres nas flores
pistiladas e gineceu com 3 estiletes portando ramos estigmaticos separando-se na mesma altura
(Costa et al., 2018). O material testemunho das trés espécies esta depositado no Herbario UFP,
Departamento de Boténica, Universidade Federal de Pernambuco. Estamos aguardando os

nameros de registro.

Biologia Floral

O horario de inicio e a duracdo do periodo de antese foi determinado em observacdes de
20 capitulos em cada espécie. A receptividade estigmatica foi testada em todas as espécies
usando peroxido de hidrogénio 3% (Dafni et al., 2005) em 10 flores pistiladas em antese, das
8:00 as 17:00 hrs com uma hora de intervalo. Para verificar a presenca de possiveis osmoforos
(glandulas de odor) 10 flores em antese de diferentes individuos de cada espécie foram
emergidas em solucdo vermelho neutro (1:1000) por aproximadamente 10 minutos e

posteriormente lavadas com agua destilada (Vogel, 1990).

Sinalizacdo Floral: Espectro de reflectancia e espaco de cores
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O espectro de reflectancia dos capitulos, folhas e escapos (ambos planos de fundo) foi
mensurado no intervalo de comprimento de onda entre 300 e 700nm em todas as espécies com
0 auxilio de espectrdmetro de fibra éptica (JAZEL200, Ocean Optics, Estados Unidos). Em
cada espécie foram realizadas cinco mensuracfes para se obter uma média do espectro de
reflectancia de cada estrutura analisada. Os dados obtidos foram plotados em espacos de cores
que sdo representacOes gréficas para descrever como o estimulo visual é entendido por animais
(Renoult et al., 2017). Nesta abordagem, as cores sdo representadas como pontos (locus) onde
a posicdo de cada locus no espago de cores depende da taxa de captura de fétons de cada
fotorreceptor, expressa a partir da reflectancia do estimulo, sensibilidade dos fotorreceptores,

irradiancia luminosa e reflectancia do plano de fundo (Kelber et al., 2003).

Para analise visual em formigas foi elaborado um espaco de cores dicromatico, duas
dimensGes em um segmento (Kelber et al., 2003), baseado na presenca de dois fotorreceptores:
um fotorreceptor UV (Amax=ca. 350 nm) e outro verde (Amax=ca. 510 nm) (Camlitepe e Aksoy
2010; Aksoy e Camlitepe 2018). Para dipteros, foi utilizado neste estudo o espaco de cores de
Troje (1993), que corresponde a um quadrante com quatro categorias de cores (UV, azul, verde
e roxo), 0 modelo mais aceito atualmente (Ohashi et al., 2015; Shrestha et al., 2016). Para este
grupo de insetos, a visdo em cores tetracromatica é definida pela excitacdo espectral de quatro
classes de fotorreceptores R7p 330 nm, R7y 340 nm, R8p 460 nm e R8y 540nm (Lunau, 2014).
Este modelo foi empregado seguindo célculos e adaptaces feitas por Shrestha et al. (2016) e

Hannah et al. (2019).

O calculo da taxa de captura de fétons dos fotorreceptores foi realizado com espectro de
sensibilidade estimado a partir do pico maximo de sensibilidade UV (350 nm) e verde (510 nm)
(Govardovskii et al., 2000) para formigas e espectro de sensibilidade de Eristalis tenax obtido
de Shrestha et al. (2016) para dipteros. Em ambos os modelos foi utilizada irradiancia padrao

D65, representando a luz do dia (Wyszecki e Stiles, 1982) para P. subtilis e P. tortilis. Enquanto
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a irradiancia forestshade (Maia et al., 2013, 2019), representando area sombreada onde ocorre
P. bifidus, como luz ambiente e espectro médio das folhas e escapos como plano de fundo. Em
P. bifidus, as analises foram realizadas em dois momentos distintos, logo no inicio da maturacédo
do capitulo, quando o primeiro ciclo mais externo de flores estaminadas esta em antese
apresentando anteras brancas e as outras flores do capitulo em direcdo ao centro em botbes
(Figura 2A). E na fase intermediaria da maturacdo, quando as flores estaminadas do primeiro
ciclo ap6s a antese e deiscéncia da antera mudam de coloracdo passando para um
amarelo/alaranjado e as outras flores do capitulo permanecem em botdes (Figura 2B). Também
calculamos a distancia Euclidiana entre o centro e os locus. Baseando-se nos estudos
comportamentais e eletrofisioldgicos de Yilmaz et al. (2017), quanto maior a distancia
Euclidiana (0-1 und) melhor a resolucdo em cores em Camponotus blandus (Formicidae). Por
sua vez, Hannah et al. (2019) sugerem um limiar de 0,059 para quadrante azul e 0,021 verde de
discriminagdo para o modelo de Troje (1993). Todas as analises foram feitas no R (R Core

Team 2013) utilizando o pacote ‘PAVO’ (Maia et al., 2019).
Sinalizacao olfativa: volateis florais

Para a amostragem de volateis florais foi realizada a técnica de headspace dindmico
(Dotterl et al., 2005). Neste procedimento, trés amostras por espécie contendo 20
inflorescéncias de 20 individuos, e uma amostra com folhas e escapos (material controle) foram
encobertas em sacos de poliéster, nos quais permaneceram por uma hora. Apés esse periodo, 0
ar contido com os possiveis volateis foi sugado e retido em chromatoprobes contendo 3 gramas
de filtros adsorventes Tenax™ TA (80/100 mesh, Supelco, USA) e Carbopack™ X (20/40
mesh, Supelco, USA) com auxilio de bomba de véacuo (G12/01 EB, Rietschle Thomas,
Puchheim, Germany) a uma taxa constate de fluxo de 200 mL min™. As amostras coletadas
foram analisadas através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-

MS) (GC-MS; Agilent 7890A™gas chromatograph, Agilent 5975C Series MSD™ mass
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spectrometer; Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). Os compostos foram identificados
a partir da comparacao de seus espectros de massa e indices de reten¢do com os disponiveis na
biblioteca de espectros de massa (MassFinder 4, NIST11 and Wiley Registry™ 9th Edition,
Adams, 2007), integrada ao software Agilent MSD Productivity ChemStation (Agilent

Technologies, Palo Alto, USA).
Visitantes florais

A abundancia, a frequéncia de visitas e 0 comportamento dos visitantes florais foram
determinados em julho de 2019. As observacGes foram realizadas durante cinco dias
consecutivos das 0800 as 1700h em agrupamentos naturais de aproximadamente 1me
totalizando 45h de observagdo por espécie e 135h totais. Para todas as espécies as observacdes
foram feitas em dois agrupamentos proximos com intervalos de uma hora de observagéo em
cada. A abundéncia de visitantes florais foi contabilizada a partir do monitoramento de cada
individuo que alcancava o capitulo, realizava uma visita e posteriormente saia da &rea de
observac¢ao. Uma visita era contabilizada quando o inseto entrava em contato com os pistilodios
nectariferos e as ramificacdes nectariferas do estilete. Os visitantes florais foram classificados
em: polinizadores efetivos (quando entram em contato com anteras e estigmas carregando graos
de pdlen com alta abundancia e frequéncia de visitas); eventuais (carregam grdos de polen
entrando em contato com estigmas porém em baixa abundancia e frequéncia de visitas) e
pilhadores (ndo entram em contato com as anteras e estigmas, apenas coletando néctar ou
polen), sequindo indicacdes de Alves-dos-Santos et al. (2016). Os visitantes foram coletados
para identificacdo e verificacdo da presenca de grdos de pdlen aderidos ao corpo. Foram
incorporados como vouchers na cole¢do de insetos polinizadores do Laboratério de Biologia
Floral e Reprodutiva.

Sistema de Polinizacéo
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Para determinar a possivel ocorréncia de geitonogamia espontdnea entre as flores
estaminadas e pistiladas ocorrentes no mesmo capitulo, polinizacdo por insetos e pelo vento
foram montados experimentos de excluséo de vetores. Foram selecionadas 35 inflorescéncias
de diferentes individuos (n=35) ao acaso de cada espécie com flores em botdes em pre-antese
nos seguintes tratamentos: 1) Geitonogamia espontanea, na qual os capitulos em pré antese
foram ensacados com tecido de poliéster (Oriani et al., 2009) evitando assim a polinizagdo por
insetos e vento; 2) polinizacdo pelo vento, na qual os capitulos em pré antese foram ensacados
com tecido tule com abertura de malha de 1.25 mm que permitia a passagem de graos de pdlen
mas evita 0 contato com insetos; 3) polinizagdo por insetos, os capitulos foram marcados e
permaneceram em condi¢Oes naturais, ficando expostos para quaisquer vetores. Assim
comparando-se (1) com (2) pode-se inferir a participacdo do vento, e (3) com (2) e (1) a
participagdo dos insetos no sucesso reprodutivo. Para P. bifidus devido a impossibilidade de se
ensacar apenas uma inflorescéncia quando em pré antese, todos 0s escapos adjacentes foram
retirados permanecendo no individuo apenas o escapo com a inflorescéncia ensacada. Apds
aproximadamente oito semanas da montagem dos experimentos os capitulos foram recolhidos
e com auxilio de estereomicroscdpio foram contadas a quantidade de flores pistiladas e de frutos
formados. O sucesso reprodutivo foi calculado pela razdo entre nimero de frutos formados e
numero de flores pistiladas. Uma vez que os dados ndo apresentaram requisitos para realizacéo
de teste estatistico paramétrico, os trés tratamentos foram comparados através do teste

estatistico Kruskal-Wallis e posteriormente foi realizado o teste post-hoc Dunn (p<0.05).
RESULTADOS
Biologia floral

Todas as espécies possuem flores unissexuadas trimeras com estames alternos as pétalas,
anteras bitecas e trés pistilodios nectariferos, Paepalanthus bifidus apresenta 5-10 cm de altura,

com 2 a 20 escapos por individuo, sendo facilmente reconhecida pelos capitulos com bracteas
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involucrais lanceoladas, verdes, e que ultrapassam a altura das flores. Os capitulos possuem
cerca de 38 flores sendo em média 29 estaminadas e 9 pistiladas. A espécie ocorre

exclusivamente em areas sombreadas de solo arenoso, nas bordas ao longo de trilhas.

Paepalanthus subtilis possui 5-8 cm de altura, com 1 a 10 escapos por individuo, com
capitulos portando bracteas involucrais negras, de mesmo diametro do capitulo, sépalas
esverdeadas (Figura 2C). Os capitulos possuem cerca de 42 flores sendo em media 32
estaminadas e 10 pistiladas. E a espécie de maior abundancia na area, ocorrendo desde as bordas
das trilhas juntamente com P. bifidus e se expandindo na &rea aberta entre a vegetacdo

graminoide.

Paepalanthus tortilis tem 8-15 cm de altura, escapos robustos majoritariamente solitarios
em cada planta, os capitulos portam brécteas involucrais negras ndo ultrapassando o didmetro
do capitulo, sépalas negras/esverdeadas (Figura 2D). Os capitulos possuem cerca de 48 flores
sendo em média 37 estaminadas e 11 pistilidas. Ocorre em pequenas populacGes esparsas em
areas de solo Umido entre a vegetacdo graminoide

A floracdo das trés espécies tem inicio em meados de maio se estendendo até agosto, com
pico em julho. As flores pistiladas e estaminadas de todas as espécies estdo distribuidas em
arranjos cilindricos concéntricos, alternados nos capitulos e apresentam maturacao centripeta.
Para todas as espécies, a antese das flores pistiladas e estaminadas tem inicio entre as 8:00 e
8:30h ocorrendo simultaneamente no capitulo e se sobrepondo, com duracdo de um dia para as
flores estaminadas e de um a dois dias para as flores pistiladas. A cada dia, trés a quatro flores
estaminadas e duas a trés flores pistiladas por capitulo iniciam a antese.

Em P. subtilis, a antese tem inicio com as flores quase totalmente envolvidos pelas
bracteas involucrais que vao se afastando e expondo as flores ao longo da maturacdo da
inflorescéncia (Figura 2E). A deiscéncia das anteras ocorre por volta das 9:30h. Alguns dias

apos a deiscéncia, os filetes perdem turgescéncia e assim as anteras regridem em dire¢do ao
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tubo da corola e mudam de coloracgéo, passando do branco para amarelo/alaranjado, evidente
em P. bifidus devido as sépalas hialinas. Os estigmas de todas as espécies se tornam receptivos
logo apds a sua exposicdo, mantendo-se assim até o final da tarde. Em nenhuma das espécies

foram evidenciados osmoforos, a partir da coloracdo de vermelho neutro.
Sinalizagéo Floral

Os espectros de reflectancia de P. bifidus, P. subtilis e P. tortilis demonstraram que as
inflorescéncias refletem principalmente comprimentos de onda a partir de 450nm (Figura 3A).

No espaco de cores dicromatico utilizado para analise da visdo em formigas, os capitulos
de P. bifidus (inicio maturacdo) e de P. subtilis foram os mais proximos da regido central,
representando o plano de fundo, com distancia 0,17 e 0,19 und do espaco de cores. P. tortilis e
P. bifidus (maturagéo intermediaria) foram as mais distantes com 0,33 e 0,44 und dos espacos
de cores de distancia, respectivamente (Figura 3B).

No modelo de Troje (1993) para anélise de visdo em dipteros, os capitulos de P. tortilis, P.
subtilis e P.bifidus (inicio maturacdo) foram os mais proximos do centro (plano de fundo), com
0.031, 0.037 e 0.039 und de distancia do modelo respectivamente. P. bifidus foi a mais distante
com 0.074 und de distancia (Figura 3C)

As andlises quimicas realizadas ndo detectaram a presenca de volateis florais diferentes

entre os capitulos e o material vegetativo nas espécies estudadas
Visitantes Florais

Os visitantes florais observados foram duas espécies de Formicidae: Solenopsis tridens em
P. bifidus (Figura 4B) e Camponotus crassus em P. tortilis (Figura 4B). Além disso, um Diptera
néo identificado foi registrado em P. tortilis (Figura 4C). Nenhum visitante foi observado em

P. subtilis.
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No momento da visita, 0s insetos apresentam comportamento similar, se inclinam em
direcdo as estruturas nectariferas, aos pistilodios das flores estaminadas e as ramificacdes do
estilete das flores pistiladas, em busca do néctar e entram em contato com as anteras e estigmas.
As formigas alcangam os capitulos escalando os escapos, de onde de capitulo em capitulo vao
se locomovendo entre as plantas. As formigas realizavam quantidade inconstante de visitas (no
minimo duas e mais que dez) antes de retornar ao ninho. O tempo de duracdo de cada visita
variou de dois segundos a quatro minutos para S. tridens e cinco segundos a trés minutos para
C. crassus. O Diptera sobrevoava e visitava praticamente todos os capitulos de P. tortilis com
duracdo variavel de cinco segundos a dois minutos. A media da abundancia de individuo/inseto

e frequéncia de visita ao longo do periodo de observacao esté representada na figura 5

Levando-se em consideragdo a abundéncia, frequéncia de visitas, comportamento e
presenca de grdos de pélen aderidos principalmente na cabega e ao longo do corpo, as formigas
Solenopsis tridens e Camponotus crassus foram consideradas polinizadores efetivos, enquanto

o Diptera foi considerado polinizador eventual.
Sistema de polinizacéo

Verificamos formacgdo de frutos por geitonogamia espontanea em todas as espécies
estudadas (Tabela 1). A maior taxa deste tratamento foi registrada em P. subtilis com mais da
metade dos frutos formados. N&o houve diferenca estatistica (p<0.05) em nenhuma espécie
entre o tratamento de autopolinizagdo espontanea e o tratamento de polinizagéo pelo vento

(Tabela 1). Portanto, o vento ndo tem participacdo na formacéao de frutos nas trés espécies.

Os capitulos em condic¢des naturais apresentaram as maiores taxas de frutos formados (>
80% de frutificacdo para todas as espécies) diferindo significativamente (p<0.05) dos demais

tratamento (Tabela 1).
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DISCUSSAO

As trés espécies estudadas, P. bifidus, P. tortilis e P. subtilis apresentam caracteristicas
relacionadas tanto a polinizacdo por insetos (p.ex. producdo de néctar) quanto a polinizacédo
pelo vento (p.ex. flores pequenas, unissexuadas e 6rgdos sexuais expostos). Nossos dados
mostraram que a polinizacdo por insetos € o sistema mais eficaz em P. bifidus e P. tortilis, no
qual as formigas e o diptera colaboraram com a formacdo de frutos destas espécies,
corroborando com estudos que sugerem ser este o sistema de polinizacdo predominante na
familia Eriocaulaceae (Ramos et al., 2005; Oriani et al., 2009; Del-Claro et al., 2019).
Entretanto, P. subtilis apresenta exclusivamente geitonogamia espontanea. Embora espécies
que apresentem atributos anemofilos e entomdfilos combinados atuando simultaneamente
possam desenvolver um sistema misto de polinizacdo, denominado ambofilia (Culley et al.,
2002; Karrenberg et al., 2002; Costa e Machado, 2012; Yamasaki e Sakai, 2013), e as espécies
estudadas possuam caracteristicas que permitiriam a polinizacdo pelo vento, este sistema de

polinizacdo ndo foi verificado para as espécies estudadas.

Formigas, detectadas como sendo os polinizadores efetivos em P. bifidus e P. tortilis, séo
geralmente consideradas raros agentes polinizadores e restritas a poucas espécies de
angiospermas (Domingos-Melo et al., 2017; Kuriakose et al., 2018). Uma das raz0es para as
formigas serem consideradas ineficientes agentes polinizadores é a presenca de substancias
antibacterianas e fungicidas produzidas pela glandula metapleural sobre a superficie do corpo
desses insetos, que interferem na viabilidade dos grdos de pdlen (Beattie, 1985; Peakall et al.,
1991). Contudo experimentos realizados por Garcia (1995), Gomez et al. (1996), de Vega et al.
(2009) Ibarra-lsassi e Sendoya (2016) demonstraram auséncia de inibicdo da viabilidade
polinica pelas secrecOes da glandula metapleural. Mayer e Gottsberger (2002) defendem que o
tempo de exposicdo as secrecdes € muito baixo, visto que as formigas se movimentam

rapidamente entre as flores.
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Na familia Eriocaulaceae também tem sido relatados outros casos de formigas como
visitantes abundantes e atuando como polinizadores efetivos, em Comanthera elegans,
polinizada por Solenopsis sp. (Oriani et al., 2009) e, assim como neste estudo, Camponotus
crassus, que ndo possui glandulas metapleural, é o polinizador mais eficaz em Paepalanthus
lundii (Del-Claro et al., 2019). A polinizacdo por formigas € favorecida em muitas espécies da
familia Eriocaulaceae gracas as caracteristicas morfologicas e distribuicdo, sendo plantas
pequenas préximas ao solo, ocorrendo em grupos, com inflorescéncias préximas umas as outras
que permitem esses insetos realizarem varias visitas entre os capitulos em busca do néctar de

facil acesso.

As flores emitem uma complexa variedade de sinais para atrair os polinizadores. A
coloracdo das partes florais é relatada como o principal sinal envolvido na comunicacgéo entre
as plantas e seus polinizadores (Shrestha et al., 2013; Lunau et al., 2017). Para que essa
interacdo seja estabelecida a cor da estrutura floral atrativa precisa ser visualizada pelos
aparatos cognitivos dos visitantes. Em formigas, embora o conhecimento atual sobre visdo em
cores seja escasso, 0s estudos comportamentais e eletrofisiologicos mostram capacidade de
discriminagdo e aprendizado de estimulos de cores utilizando sistema de visdo dicromatico,
baseado na presenca de dois fotorreceptores: um fotorreceptor UV e outro verde (Camlitepe e
Aksoy 2009; Yilmaz et al., 2017; Aksoy e Camlitepe 2018). A partir das andlises visuais no
espaco de cores dicromatico para formigas, no qual verificamos que os capitulos de P. bifidus
(maturacdo intermediaria) e P. tortilis apresentaram melhor discriminagdo em relagdo os
capitulos de P subtilis e P. bifidus (inicio maturacdo) comparados ao plano de fundo (escapos
e folhas), sugerimos que a cor do capitulo é um fator chave na sinalizag&o floral. Esta sugestéo
estd embasada no fato de que os capitulos das espécies que recebem visitantes sdo melhor

discriminados. Em contrapartida, os capitulos de P. subtilis apresentaram menor discriminacéo,
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ndo recebem visitas de insetos tanto nas populacdes de areas abertas quanto nos individuos que

ocorrem juntamente a P. bifidus ao longo da borda trilha.

Mudancas na coloragdo de flores ou estruturas florais como observado nas anteras de P.
bifidus sdo recorrentes nas angiospermas. Alteracdo na coloracdo dos capitulos também séo
observadas em Comanthera mucugensus, C. curralensus (Ramos et al., 2005) e C. elegans
(Oriani et al., 2009), no momento da antese, quando as estruturas nectariferas se modificam e
se sobressaem, apresentando coloracdo amarela em contraste com o branco do capitulo. Essas
mudancas estdo frequentemente associadas a funcéo de sinalizacdo a partir de um novo atrativo
que favorece o comportamento de forrageamento dos visitantes e 0 sucesso reprodutivo das

plantas (Weiss e Lamont, 1997)

O modelo de Troje (1993) para Dipteros pressupde que os capitulos de todas as espécies
séo discriminados em relagéo ao plano de fundo. Embora somente P. tortilis seja visitada por
Diptera, isso pode ser devido a diferenga de local em relagéo a P.bifidus e maior tamanho do
escapo, bem como pelo fato de individuos préximos, formando populagfes agrupadas, podem
influenciar o display floral se comparado a P. subtilis. (Grindeland et al., 2005; Makino et al.,

2007)

Os odores florais sdo importantes em situagdes onde os sinais visuais séo dificilmente
reconhecidos, como plantas com pouco contraste com o plano de fundo, plantas que dependem
de polinizadores com atividade noturna (Raguso et al., 2003). Na ordem Poales voléateis florais
importantes na atracao de insetos sdo descritos em Cyperaceae (Magalh&es et al., 2005; Wragg
e Johnson, 2011) e Poaceae (Schultze-Albuquerque et al., 2019). Em Eriocaulaceae, nos
capitulos de Actinocephalus bongardii, A. polyanthus e A. robustus foi verificada a presenca de
odor suave e adocicado ao olfato humano (Sano, 1996). A auséncia de volateis florais nas
espécies estudadas neste estudo pode indicar que a sinalizacdo visual emitida pelas

inflorescéncias € o suficiente para a localizacdo e aprendizado sobre o recurso oferecido, e
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assim a emissdo de compostos volateis pode ser prescindivel e custosa (Wright e Schiestl,

2009).

Todas as espécies formaram frutos por geitonogamia espontanea, evidenciando que essas
sdo autocompativeis. Segundo Vogler e Kalisz (2001) cerca de 20% das espécies de
angiospermas se autopolinizam, enquanto outros 33%, assim como observado em P. bifidus e
P. tortilis, apresentam um sistema misto de autopolinizagdo e poliniza¢do cruzada. Tal como
observado em P. subtilis, Sawyer et al. (2005) relataram para Eriocaulon parkeri, atraves de
experimento com capitulo ensacado, uma taxa de aproximadamente 89 % de frutos formados
por geitonogamia espontanea. A geitonogamia como sistema também € sugerida por Stitzel
(1981) a partir das suas observacdes em Paepalanthus tatei. A transferéncia de graos de polen
entre flores no mesmo individuo nestas espécies € facilitada pela simultaneidade do periodo de
antese das flores pistiladas e estaminadas, e a proximidade das anteras e estigmas, mesmo em
flores diferentes (Stutzel, 1981; Sawyer et al., 2005). Como observado em P. subtilis devido a
antese ter inicio com as bracteas florais envolvendo as flores, ocorre maior aproximacdo das
anteras e estigmas favorecendo a transferéncia de graos de pdlen. Em Paepalanthus subtilis
ocorreu maior quantidade de frutos formados no tratamento controle em comparacdo aos
demais tratamentos. Apesar de ndo terem sido observados visitantes florais em P. subtilis, em
condicBes naturais, gotas de chuvas foram observadas nos capitulos desta espécie, podendo ter
auxiliado na transferéncia de pélen das anteras para 0s estigmas préximos do mesmo capitulo.
Eriocaulon parkeri uma espécie aquética, na qual as inflorescéncias permanecem submersas
durante um periodo do dia, libera os gréos de pdlen na &gua, onde permanecem viaveis podendo
sugerir a possibilidade de facilitacdo da &gua na polinizacdo (Sawyer et al., 2005). Assim
geitonogamia € uma forma eficiente dessas espécies de assegurar o sucesso reprodutivo uma
vez que é menos suscetivel a variagdes abidticas e reducao ou auséncia de polinizadores (Lloyd

e Schoen 1992; Kalisz et al., 2004).
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Através deste estudo n6s demonstramos como as cores das inflorescéncias de P. bifidus e
P. tortilis atuam como Unico sinal na atracdo dos visitantes florais, enquanto P. subtilis espécie
menos conspicua ndo recebe visitas e garante o sucesso reprodutivo por geitonogamia. Nossos
resultados colaboram para o entendimento da biologia floral e polinizacdo em espécies da
familia Eriocaulaceae, comprovando importante papel de formigas como polinizadores
efetivos, sugerindo que este sistema pode ser frequente em Eriocaulaceae. Embora a polinizagéo
pelo vento ndo tenha sido verificada nas espécies estudadas, mais estudos de campo necessitam
ser realizados em espécies desta familia para esclarecer questdes sobre a ocorréncia deste
sistema de polinizagdo. Da mesma maneira, futuros estudos devem ser realizados para
investigar a possibilidade de haver espécies em Eriocaulaceae com um sistema misto de
polinizacdo, como descrito em outras familias de Poales, bem como averiguar a possivel

influéncia de fatores abidticos como a chuva na geitonogamia de P. subtilis.
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Tabela

Tabela 1. Total de flores pistiladas, frutos formados, sucesso reprodutivo e desvio padrdo em cada tratamento (C
=controle; PV = polinizacéo pelo vento; AU = autopolinizacdo espontanea) (n=35). Kruskal-Wallis (1.H=70.6625,
GL=2; 2.H=70.2160, GL=2; 3. H=72.5786 GL=2) p<0.0001. Letras diferentes representam diferenca estatistica

de acordo com teste de Dunn (p< 0.05).

sucesso reprodutivo (% de frutos)

Espécie Tratamento  Flores pistiladas Frutos
1P, bifidus c 320+ 1.16 276 + 1,022 86.36 +5.16
PV 337+1.49 135+ 0.64° 4170 +4.92
AU 324+1.19 144 +0.71° 42.80 + 4.67
2p. tortilis C 392+0.75 323+0.772 82.34+2.70
PV 388 +0.85 132 +£0.54° 33.91+331
AU 384 +0.82 137 +0.56° 35.61 +3.85
3p. subtilis C 381+1.20 344 +1.20° 90.31 +5.08
PV 375+0.98 244 +0.98° 65.03 £ 6.57
67.54 £5..12

AU 371+£0.97 250 + 0.69°




FIGURAS

Figura 1. A) Area aberta de vegetagio graminoide na Reserva Bioldgica de Guaribas -PB-
Brasil B) Borda das trilhas com individuos de P.subtilis com capitulos ensacados C)
Individuo de P. bifidus D) Individuos de P. subtilis. E) Individuos de P. bifidus e P. subtilis
ocorrendo proximos F) Populacdo de P. tortilis
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Figura 2. A) Inicio maturacdo do capitulo de P. bifidus com anteras brancas (seta); B) Primeiro
ciclo externo de anteras pOs deiscéncia alaranjadas (seta) de P. bifidus; C) Capitulo de P.
subtilis; D) Capitulo de P. tortilis; E) Antese das flores de P. subtilis iniciando-se envolvidas
pelas bracteas involucrais (seta).
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Figura 3. A) Espectro de reflectincia média das inflorescéncias, folhas/escapos P. bifidus, P. subtilis e
P. tortilis; B) Espaco de cores dicroméatico UV-Verde. Circulos (locus) crométicos representam as
inflorescéncias de P. bifidus, P. subtilis, P.tortilis e o plano de fundo; C) Espaco de cores de dipteros
(Troje, 1993). Circulos (locus) cromaticos representam as inflorescéncias de P. bifidus, P. subtilis e P.
tortilis e o centro do quadrante o plano de fundo.
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Figura 4. A) Individuo de Camponotus crassus visitando capitulo de P. tortilis; B) Solenopsis

tridens visitando inflorescéncia de P. bifidus; C) Diptera visitando capitulo de P.tortilis.
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Figura 5. Média da abundéancia de individuos e frequéncia de visitas ao longo de cinco dias
consecutivos (45h observacgdo focal por espécie) na Reserva Bioldgica de Guaribas, Paraiba,
Brasil. A) S. tridens, em P. bifidus B) C. crassus e C) Diptera em P. tortilis, respectivamente.
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