Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Vegetal

ISADORA SCHULZE DE ALBUQUERQUE

SISTEMAS DE POLINIZACAO EM PLANTAS AQUATICAS DO GENERO
Eleocharis (L.) Roem. & Schult. (CYPERACEAE)

RECIFE
2021



ISADORA SCHULZE DE ALBUQUERQUE

SISTEMAS DE POLINIZACAO EM PLANTAS AQUATICAS DO GENERO
Eleocharis (L.) Roem. & Schult. (CYPERACEAE)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-Graduacéao
em Biologia Vegetal do Centro de Biociéncias, area de
concentracdo Ecologia e conservacdo, linha de pesquisa
ecologia de Populagbes e Comunidades da Universidade
Federal de Pernambuco, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Mestre em Biologia Vegetal.

Orientadora: Profa. Dra. Isabel Cristina Machado
Coorientadora: Dra. Ana Carolina Galindo da Costa

RECIFE
2021



Catalogacao na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB-4/1788

Albuquerque, Isadora Schulze de

Sistemas de polinizacdo em plantas aquéaticas do género Eleocharis (L.) Roem. &
Schult. / Isadora Schulze der Albuquerque. - 2021.

61f. il

Orientadora: Profa. Dra. Isabel Cristina Machado.
Coorientadora: Dra. Ana Carolina Galindo da Costa.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro

de Biociéncias. Programa de Pds-graduagédo em Biologia Vegetal, Recife,
2021.

Inclui referéncias.

1. Botanica. 2. Plantas — Reproducdo. 3. Fertilizacdo de plantas. I.
Machado, Isabel Cristina (orientadora). Il. Costa, Ana Carolina
Galindo da (coorientadora). lll. Titulo.

631.53 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2021-222




ISADORA SCHULZE DE ALBUQUERQUE

“SISTEMAS DE POLINIZACAO EM PLANTAS AQUATICAS DO GENERO
ELEOCHARIS (L.) ROEM. & SCHULT. (CYPERACEAE)”

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos
Graduacdo em  Biologia Vegetal da
Universidade Federal de Pernambuco, Centro
Académico de Biociéncias, como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de Mestre(a)
em Biologia Vegetal. Area de concentragio:
Ecologia e Conservacéo.

Aprovado em: 26/02/2021.

BANCA EXAMINADORA

Prof?. Dr?. ISABEL CRISTINA SOBREIRA MACHADO (Orientadora)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof°. Dr®. SUZANA MARIA DOS SANTOS COSTA (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Lavras

Prof. Dr. VINICIUS LOURENCO GARCIA DE BRITO (Examinador Externo)
Universidade Federal de Uberlandia



Dedico este trabalho a minha méae Eliane, que
sempre acreditou, investiu em mim e sempre me
incentivou a estudar e seguir meus sonhos.

Obrigada por tudo



AGRADECIMENTOS

Primeiramente quero agradecer a Deus por ter criado esse planeta com tanta diversidade

bioldgica, fazendo com gque eu me apaixonasse pela biologia.

Agradeco a minha familia, especialmente minha mde que sempre me apoiou e

incentivou minhas decisoes académicas com muito amor e carinho.

A minha orientadora Profa. Dra. Isabel Cristina Machado por me proporcionar um lugar

no laboratério polinizar desde 2014 e sempre me incentivar e auxiliar minha pesquisa.

A minha Coorientadora, Dra. Ana Carolina Galindo da Costa, que desde 2014 esteve
comigo me ensinando a biologia floral e compartilhando um pouco do seu amor por Cyperaceae

e Poaceae comigo, além de me acompanhar em varios campos e sempre ajudar em tudo.

A todos os integrantes do polinizar que de alguma forma me ajudaram, mas
principalmente a Diego Centeno que esteve sempre me incentivando na minha pesquisa, me
auxiliando em andlises estatisticas e me acompanhando na vida, a Ms. Thatiany Teixeira
Bezerra, que me apresentou a RPPN Nossa Senhora do Oiteiro de Maracaipe, local de coleta
do presente trabalho, me acolheu em sua casa e foi minha companheira de campo e ao Me.
Edivaldo R. M. Junior, que me auxiliou nas analises dos modelos de visdo para abelhas e

Maoscas.

A Gabriel Dutra, juntamente a sua familia, Iraciara, Valter, Igor e Guilherme que me
acolheram em sua casa sempre com muito carinho para eu conseguir ir a campo. A Ivan Anjos

que se disp6s de bom grado a me auxiliar em diversas idas a campo.

Ao Dr. William Wayt Thomas, que identificou todas as espécies de Eleocharis coletadas
nesse trabalho. Ao Dr. Taciano de Moura Barbosa, que ajudou na identificagdo da mosca

Fanniidae coletada nesse trabalho.

A Profa. Dra. Suzana Maria dos Santos Costa, Prof. Dr. Vinicius Lourenco Garcia de
Brito, Profa. Dra. Emilia Cristina Pereira Arruda, Prof. Dr. Artur Campos Dalia Maia que se

dispuseram gentilmente a participar da banca avaliadora.



A todos os meus colegas da Pds-Graduagdo em Biologia Vegetal e a secretaria, em
especial a Felipe que sempre esteve disposto a esclarecer minhas duvidas burocréticas.

Aos meus colegas de graduacdo que trago até hoje: Kaio, Ellen, Egry, Tata, Rodri, Layse
e Lua, e também ao meu companheiro Lucas, nos quais sempre me ajudaram a manter minha
sanidade mental, principalmente neste momento de pandemia de Covid-19 e me incentivaram

a finalizar a dissertacéo.

E ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico CNPq, que
financiou toda minha pesquisa durante os dois anos de mestrado na P6s-Graduagao.



“Deixe-se acreditar

Nada vai te acontecer

Tudo pode ser

Nada vai acontecer, ndo tema
Esse é o reino da alegria

- Mombojo



RESUMO

Angiospermas ancestrais eram polinizadas por insetos, porém em alguns grupos, como
Cyperaceae, ocorreu adaptacédo a polinizacdo pelo vento devido principalmente as condicdes
ambientais instaveis e oscilagdo na diversidade de polinizadores. No entanto, a readaptagdo a
entomofilia ocorreu em alguns representantes desse grupo, como em Rhynchospora, Cyperus e
Eleocharis, que apresentam atributos florais atrativos para polinizadores, tais como coloracdo
das estruturas diferente das partes vegetativas e emissdo de odor. Em algumas situac6es pode
ocorrer a ambofilia, que é uma condi¢do intermediaria na qual ambos os vetores (vento e
insetos) podem atuar juntos no sucesso reprodutivo da planta. Além disso, em outros grupos
vegetais, como em Orchidaceae, a agua também pode ser um vetor abidtico atuando na
polinizacdo direta ou indiretamente. Portanto, o objetivo do trabalho foi verificar quais vetores
de polinizacédo estdo envolvidos no sucesso reprodutivo de Eleocharis mutata e E. geniculata
(Cyperaceae), auxiliando na compreenséo sobre a transicdo entre sistemas de polinizacdo nesse
grupo. Para testar a ocorréncia e efetividade dos diferentes vetores foi analisada a biologia
floral, realizados experimentos de exclusdo seletiva de vetores de polinizacdo, registrado e
analisado o comportamento de visitantes florais, e feitas analises de reflectancia floral e emissdo
de compostos organicos volateis (COV’s) florais. Foi observado que ambas as espécies
possuem atributos florais relacionados a anemofilia, como exposi¢cdo das estruturas
reprodutivas, alta razdo pdlen-6vulo e protoginia. Em E. mutata, o vento contribuiu mais para
0 sucesso reprodutivo, enquanto em E. geniculata, flores expostas a agua em condigdes naturais
obtiveram maior taxa de sucesso reprodutivo. Foram registrados insetos visitando flores de E.
mutata, enquanto E. geniculata ndo apresentou visitantes florais no periodo de observacdo. As
flores de ambas espécies demonstraram serem visiveis e distinguiveis do fundo nos modelos de
visdo de Hymenoptera e Diptera. Em E. mutata foi registrado a emissdo de COV’s florais,
enquanto que em E. geniculata, ndo foram detectados compostos florais diferentes dos
encontrados nas partes vegetativas. Sugere-se dois novos sistemas de polinizacdo em
Cyperaceae, i) E. mutata as flores em fase feminina atraem enganosamente os visitantes florais
e ii) em E. geniculata, a agua pode ser um possivel vetor de pdlen, aumentando 0 sucesso
reprodutivo da espécie. Nossos resultados colaboram para o entendimento do sistema de
polinizacdo em Eleocharis, esclarecendo o papel de cada vetor no sucesso reprodutivo e

auxiliando na compreenséo sobre a transigéo entre sistemas.

Palavras-chave: Ambofilia; anemofilia; atrativos florais; chuva; entomofilia; hidrofilia.



ABSTRACT

Ancestral angiosperms were pollinated by insects, but in some groups, such as Cyperaceae,
adaptation to wind pollination occurred mainly due to unstable environmental conditions and
oscillation in the diversity of pollinators. However, re-adaptation to entomophilia occurred in
some representatives of this group, such as in Rhynchospora, Cyperus and Eleocharis, which
have attractive floral attributes for pollinators, such as coloration of structures different from
vegetative parts and odor emission. In some situations, ambophily can occur, which is an
intermediate condition in which both vectors (wind and insects) can act together in the
reproductive success of the plant. In addition, in other plant groups, such as Orchidaceae, water
can also be an abiotic vector acting in direct or indirect pollination. Therefore, the objective of
the work was to verify which pollination vectors are involved in the reproductive success of
Eleocharis mutata and E. geniculata (Cyperaceae), helping to understand the transition between
pollination systems in this group. To test the occurrence and effectiveness of the different
vectors, floral biology was analyzed, experiments of selective exclusion of pollination vectors
were carried out, the behavior of floral visitors was recorded and analyzed, and analyzes of
floral reflectance and emission of volatile organic compounds (VOCSs) were carried out. It was
observed that both species have floral attributes related to anemophily, such as exposure of
reproductive structures, high pollen-egg ratio and protogyny. In E. mutata, the wind contributed
more to reproductive success, while in E. geniculata, flowers exposed to water in natural
conditions had a higher rate of reproductive success. Insects were recorded visiting flowers of
E. mutata, while E. geniculata did not present floral visitors during the observation period. The
flowers of both species were shown to be visible and distinguishable from the background in
the Hymenoptera and Diptera vision models. In E. mutata floral VOCs were recorded, while in
E. geniculata, floral compounds other than those found in vegetative parts were not detected.
Two new pollination systems are suggested in Cyperaceae, i) E. mutata the flowers in the
female stage deceptively attract floral visitors and ii) in E. geniculata, water can be a possible
pollen vector, increasing the reproductive success of the species. Our results contribute to the
understanding of the pollination system in Eleocharis, clarifying the role of each vector in

reproductive success and helping to understand the transition between systems.

Keywords: Ambophil; anemophily; entomophilia; floral attractions; hydrophily; rain.
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1 INTRODUCAO

O entendimento sobre a transicdo entre sistemas de polinizacdo, como por exemplo, de
anemofilia (polinizacao pelo vento) para entomofilia (polinizacdo por insetos), € fundamental
para a compreensdo de quais atributos estdo relacionados a evolugdo das Angiospermas.
Geralmente atributos florais atrativos como coloracao das estruturas reprodutivas diferente das
partes vegetativas e emissdo de odor estdo relacionados a readaptacdo de representantes de
grupos anemofilos para o sistema de polinizagdo por insetos. Contudo, poucos se sabe sobre
como estes atributos podem ser percebidos pelos visitantes florais e qual o papel dos diferentes
vetores de pdlen no sucesso reprodutivo destas plantas.

Nesta dissertacdo, utilizando como modelo duas espécies da familia Cyperaceae,
pertencentes ao género Eleocharis (L.) Roem. & Schult., buscamos analisar quais atributos
florais destas espécies estdo relacionados a anemofilia e a entomofilia. Além disso, verificamos
qual vetor de p6len é mais eficiente no sucesso reprodutivo das espécies e analisamos o papel
da &gua no sucesso reprodutivo de uma espécie aquatica. Também descrevemos o papel da cor
e do odor na atragé@o de insetos, auxiliando no conhecimento dos sistemas e na compreenséo
sobre a transicdo entre sistemas de polinizagdo nesse grupo.

Organizamos a dissertacdo em uma fundamentacdo tedrica e um capitulo, constituido
por um manuscrito a ser submetido para publicacdo. A fundamentacgéo teérica esta subdividida
em trés partes. Na primeira parte, abordamos aspectos acerca da polinizagdo em plantas
aquaticas, destacando a polinizacdo pela agua. Na segunda parte, foi apresentada a condi¢éo de
transicdo entre sistemas de polinizacdo, mais especificamente a anemofilia, entomofilia e
ambofilia, relatando exemplos em Poales. A terceira parte inclui o papel da atratividade e sinais
florais para insetos e como estes os interpretam.

No manuscrito intitulado “Polinizacéo abiotica e bidtica em Eleocharis (L.) Roem. &
Schult.: evidéncias de novas estratégias de polinizacdo em Cyperaceae”, nos exploramos quais
atributos florais de duas espécies de Eleocharis (E. mutata (L.) Roem. & Schult e E. geniculata
(L.) Roem. & Schult) estdo relacionados a anemofilia, entomofilia ou ambofilia. Também
indicamos a contribuicdo dos vetores de polen (abioticos e bidticos) para o sucesso reprodutivo
destas espécies, destacando uma possivel contribui¢do da agua para o sucesso reprodutivo de
E. geniculata. Registramos quais sdo e como 0s visitantes interagem com as flores e quais
atributos estdo relacionados a atratividade floral para esses insetos. Evidenciamos um possivel

caso de polinizacdo por engano em E. mutata, cujas flores em fase feminina e masculina séo
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visualmente semelhantes e o perfume floral emitido por elas pode estar associado a esse
sistema. Este estudo servird como base e ira auxiliar futuras pesquisas sobre a transi¢ao entre
sistemas de polinizacdo, especialmente entre anemofilia, entomofilia e ambofilia em diversas
familias de Angiospermas. Este manuscrito sera submetido para publicagdo ao periodico Plant
Biology (Fator de impacto: 2.167; Percentil Scopus: 82%; Qualis— A2).
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 SISTEMA DE POLINIZACAO EM PLANTAS AQUATICAS

Macroéfitas aquaticas possuem grande capacidade de adaptagdo, e por isso podem
ocorrer em diversos ambientes, como fitotelmos, fontes termais, cachoeiras, lagos, lagoas,
brejos, rios, riachos, corredeiras, ambientes salobros e salgados, incluindo a restinga, além de
suportar grande periodos de secas (ESTEVES, 1998). Dentre esses ambientes, a vegetacdo da
restinga ocorre adjacente ao oceano nas planicies costeiras arenosas quaternarias (AMARAL et
al., 2008; ALMEIDA JR. et al., 2009), onde cerca de 30% das plantas nesse ambiente sdo
anemdfilas e dentre as plantas entomofilas, a maioria sdo visitadas por moscas, seguido por
abelhas (GOTTSBERGER, CAMARGO e SILBERBAUER-GOTTSBERGER, 1988).

Angiospermas aquéticas evoluiram em momentos diferentes a partir de ancestrais
terrestres de origens genéticas e ecoldgicas muito distintas. Além disso, se adaptaram a vida
totalmente aquatica em diferentes formas de vida, classificadas de acordo com o grau de
adaptacdo ao meio aquético: emersas, com folhas flutuantes, submersas enraizadas, submersas
livres e flutuantes (ESTEVES, 1998, DU e WANG, 2014). A forma de reproducao desse grupo
pode ser através da reproducdo assexual, na qual inclui formacdo de sementes sem fertilizacéo
e propagacao vegetativa ou pode ser através da reproducdo sexual, na qual inclui a polinizacédo
abidtica (hidrofilia e anemofilia) ou bidtica, que geralmente se da por insetos (PHILBRICK e
LES, 1996, SOBRAL-LEITE etal., 2011).

A hidrofilia corresponde ao sistema de polinizacdo através da agua, seja da chuva, agua
doce ou salgada e ocorre em cerca de 3% das familias de angiospermas, incluindo duas familias
de eudicotiledéneas e nove de monocotiledéneas (WILLMER, 2011; RECH, BERGAMO e
FIGUEIREDO, 2014). Esse sistema surgiu a partir de flores entomdfilas ou anemofilas, uma
condicdo que apareceu Varias vezes independentemente (LES et al., 1997; PHILBRIC, 1991,
WILLMER, 2011; DU e WANG, 2014). Flores hidréfilas ndo sdo necessariamente aquaticas,
porém sdo altamente adaptadas & polinizacdo pela agua (ENDRESS, 1994; ACKERMAN,
2000; RECH, BERGAMO e FIGUEIREDO, 2014). Tais adaptagdes incluem o tamanho
pequeno e inconspicuo, o perianto reduzido e a ocorréncia das fungdes femininas e masculinas
separadas espacialmente ou temporalmente (ENDRESS, 1994; ACKERMAN, 2000; RECH,
BERGAMO e FIGUEIREDO, 2014). As flores hidrofilas geralmente possuem apenas um unico

carpelo com um 6vulo, estigmas expostos, bifidos e rigidos. Produzem grande quantidade de
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grdos de pdlen, frequentemente agrupados, com forma e tamanho variando de acordo com o
mecanismo de polinizacdo, podendo ser esférico, elipsdide, reniforme e filiforme com exina
reduzida (ENDRESS, 1994; ACKERMAN, 2000; RECH, BERGAMO e FIGUEIREDO,
2014).

Caracteristicas e formas de dispersdo do pélen através da agua revelam adaptacdes a
diferentes mecanismos especificos de polinizagdo, como: 1) epi-hidrofilia, na qual o polen é
transportado na superficie da agua em duas dimensdes e pode ocorrer transferéncia de i) pélen
seco, onde flores estaminadas flutuam ou sdo liberadas abaixo d’4gua e flutuam até a superficie,
e as flores pistiladas flutuam presas por longos peddnculos e em dado momento ambas
estruturas se encostam; ou pode ocorrer a transferéncia de ii) polen molhado, quando o pélen
ou anteras sdo liberados diretamente na dgua a partir de flores emersas ou submersas (FAEGRI
e PIIL, 1979; COX, 1988; ENDRESS, 1994; ACKERMAN, 2000; WILLMER, 2011; DU e
WANG, 2014; RECH, BERGAMO e FIGUEIREDO, 2014; MUSUNURI et al., 2017;
TAYLOR, ALTRICHTER e AEILTS, 2018). Em flores onde a transferéncia de pdlen é
molhada, ha adaptacdes que auxiliam na flutuacdo do pdlen, como poélen hidrofébico reniforme,
filamentoso ou ornamentado, que podem formar agregados para aumentar o contato com o
estigma. Além disso, geralmente as flores femininas possuem propriedades hidrofdbicas
capazes de criar um menisco na superficie da agua, auxiliando na captura de polen (FAEGRI e
PIUL, 1979; COX, 1988; ENDRESS, 1994; WILLMER, 2011; RECH, BERGAMO e
FIGUEIREDO, 2014; TAYLOR, ALTRICHTER e AEILTS, 2018; TAYLOR et al., 2020); 2)
hipo-hidrofilia, na qual o pélen é transportado abaixo da superficie da agua em trés dimensdes,
estando as flores submersas (FAEGRI e PIJL, 1979; DU e WANG, 2014; TAYLOR,
ALTRICHTER e AEILTS, 2018; TAYLOR et al., 2020). Os gréaos de pdlen séo hidrofobicos,
filamentosos ou esféricos e podem formar agregados para aumentar o contato com o estigma,
além da morfologia do estigma formar redemoinhos, aumentando a eficiéncia de captura do
polen (FAEGRI e PIJL, 1979; WILLMER, 2011; RECH, BERGAMO e FIGUEIREDO, 2014).
As anteras também podem estar localizadas acima dos estigmas, fazendo com que ocorra um
mecanismo denominado “chuva” de polen (ACKERMAN, 2000). Cox (1988) constatou que
tanto na epi quanto na hipo-hidrofilia existe a sincronizagéo da floragdo com as correntes de
agua, demonstrando o quéo especifico é este sistema; 3) ombrofilia, ou polinizacéo pela chuva,
na qual as gotas de chuva ao atingirem a antera transportam o pélen para o estigma da mesma
ou de flores proximas e pode ser interpretado como uma seguranca reprodutiva em periodos de
chuva, quando os insetos séo raros ou ausentes (FAEGRI e PIJL, 1979; RECH, BERGAMO e
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FIGUEIREDO, 2014; DU e WANG, 2014). Em Cattleya gracilis (Pabst) Van den Berg, as
flores expostas a chuva produziram significativamente mais frutos em relacdo as que estavam
protegidas da chuva, além de fazer com que os grdos de polen germinassem formando uma
massa filiforme (FAN etal., 2019). Suetsugu (2019) constatou que a autopolinizacéo pela chuva
contribuiu significativamente na formacéo de frutos de Liparis kumokiri, uma vez que esta
espécie parece ser incapaz de realizar autopolinizagdo autdbnoma. A hidroautogamia ainda pode
ser considerado um sistema de transicdo entre anemofilia e hidrofilia, no qual o pdélen é
transportado na superficie da agua da antera de uma flor para o estigma da mesma flor através
de bolhas de ar (LES et al., 1997; DU e WANG, 2014). Por outro lado, a exposi¢cdo das
estruturas reprodutivas a agua, principalmente a chuva, pode afetar as interacdes planta-
polinizador. A chuva tem o potencial de comprometer a morfologia floral, degradar o polen,
diminuindo sua viabilidade, diluir o néctar, remover 0s compostos organicos volateis florais e
alterar o comportamento dos polinizadores (MAO e HUANG, 2009; LAWSON e RANDS,
2019; DOMINGOS-MELO et al., 2020).

Dentre as adaptacdes que permitem as angiospermas sobreviverem nesse meio aquatico,
destacamos adaptacOes para flutuacdo, como reducéo de tecidos de sustentacdo (colénquima e
esclerénquima) e desenvolvimento de tecido esponjoso (aerénquima), que permitem a
manutencdo das estruturas reprodutivas viaveis. (ESTEVES, 1998). No caso de virem a ser
submersas, possuem flores com gréos de pdlen e estigmas hidréfilos para que estes continuarem
viaveis ap0s serem expostos a agua (FAEGRI e PIJL, 1979; ACKERMAN, 2000).

2.2 TRANSICAO ENTRE SISTEMAS DE POLINIZACAO: ANEMOFILIA,
ENTOMOFILIA E AMBOFILIA

Evidéncias fdsseis propbem que as angiospermas surgiram proximo ao inicio do
Cretaceo, enquanto dados moleculares apontam que esse inicio ocorreu muito antes, no
Triassico (van der KOOI e OLLERTON, 2020). Considerando o surgimento das angiospermas
no Cretaceo, sugere-se que estas eram inicialmente polinizadas por insetos (FAEGRI e PIJL,
1979; ENDRESS, 1994; van der KOOI e OLLERTON, 2020), porém ao considerar a origem
das angiospermas no Triéssico, este grupo de plantas pode ter sido inicialmente polinizado tanto
por insetos como pelo vento, indicando uma origem complexa (van der KOOI e OLLERTON,
2020).
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Entretanto, em alguns grupos de plantas onde a entomofilia era a condicéo plesiomérfica
houve pressdo seletiva sob atributos favoraveis para polinizacdo pelo vento, indicando que a
polinizacdo pelo vento é uma condicdo secundaria nas angiospermas (FAEGRI e PIJL, 1979;
ENDRESS, 1994; CULLEY, WELLER e SAKAI, 2002; FRIEDMAN e BARRETT, 2009a;
COSTA e MACHADO, 2012). Em geral, plantas anemofilas apresentam flores simples e
pequenas organizadas em numerosas inflorescéncias, de cores claras ou esverdeadas, sem
nectarios e emissdo de volateis florais, estames com filete longo e pendente, anteras com grande
quantidade de polen seco, estigma exposto plumoso, bifido e pegajoso e numero reduzido de
ovulos (geralmente um) (ENDRESS, 1994; FRIEDMAN e BARRETT, 2008; FRIEDMAN e
BARRETT, 2009a; COSTA e MACHADO, 2012; RECH, BERGAMO e FIGUEIREDO,
2014). Além disso, as diferentes arquiteturas das inflorescéncias manipulam o fluxo de ar,
favorecendo a remocdo e captura de pdlen (FRIEDMAN e HARDER, 2004; FRIEDMAN e
BARRETT, 2009a). Tais atributos florais foram selecionados devido ao ambiente ser instavel,
com alta velocidade do vento, altitude elevada, baixa umidade relativa do ar, baixa precipitacéo,
flutuacéo, declinio ou perda total na abundancia de polinizadores e habitat onde o transporte de
polen ndo era obstruido por quaisquer vegetacdes ou outra barreira fisica (ENDRESS, 1994,
CULLEY, WELLER e SAKAI, 2002; FRIEDMAN e BARRETT, 2008; RECH, BERGAMO
e FIGUEIREDO, 2014; RECH et al., 2016). Além disso, podemos destacar que ancestrais
entomofilos apresentavam flores autocompativeis, unissexuadas, e se hermafroditas, separadas
temporalmente e/ou espacialmente, além de inflorescéncias e flores com estruturas reprodutivas
expostas (CULLEY, WELLER e SAKAI, 2002; FRIEDMAN e BARRETT, 2009b).

Este sistema de polinizacdo anemofilo surgiu pelo menos 65 vezes e aproximadamente
10% das espécies de angiospermas dependem do vento como vetor de pélen (FRIEDMAN e
BARRETT, 2008; FRIEDMAN e BARRETT, 2009a). Em Poales, representantes de familias
como Sparganiaceae (COOK, 1988), Restionaceae (CULLEY, WELLER e SAKAI, 2002),
Ecdeiocoleaceae (BRIGGS e TINKER, 2014), Centrolepidaceae (COOKE, 1998),
Anarthriaceae (BRIGGS, MARCHANT e PERKINS, 2014), Cyperaceae, Juncaceae,
Thurniaceae, Thyphaceae e Poaceae (WOLOWSKI e FREITAS, 2015) sdo consideradas
anemdafilas com ancestrais entomofilos (LINDER e RUDAL, 2005; WOLOWSKI e FREITAS,
2015).

A readaptacdo a entomofilia em espécies pertencentes a grupos essencialmente
anemdfilos pode ter ocorrido devido a 1) Proximidade espacial e/ou temporal entre o gineceu e

androceu, 2) coloracdo atrativa de partes vegetativas e/ou reprodutivas e 3) eventualmente
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emissdo de volateis florais (MAGALHAES et al., 2005; WRAGG e JOHNSON, 2011; COSTA
e MACHADO, 2012; SCHULZE-ALBUQUERQUE et al., 2020). Ha diversos estudos em
Cyperaceae que apontaram insetos visitando e polinizando espécies desta familia, tais como 0s
registros para Rhynchospora ciliata (Vahl) Kik. e R. pubera (Vahl) Boeckeler (LEPPIK, 1955;
COSTA e MACHADO, 2012; COSTA, THOMAS e MACHADO, 2017; COSTA et al., 2018),
Cyperus obtusiflorus Vahl e C. sphaerocephalu Vahl (WRAGG e JOHNSON, 2011) e
Eleocharis elegans (Kunth) Roem. & Schult (MAGALHAES et al., 2005). Saunders (2018)
elaborou uma revisao bibliografica que retrata registros de insetos visitando flores anemofilas
e concluiu que 55% das espécies que pertenciam a ordem Poales (Cyperaceae e Poaceae) sdo
visitadas por Apis spp. e moscas da familia Syrphidae. VVossler, Telleria e Cunningham (2010)
encontraram pdélen de Eleocharis R.Br. spp. no corpo da abelha Geotrigona argentina,
indicando que esta espécie pode estar utilizando o pdlen de espécies de Eleocharis como
recurso.

Para atracdo desses insetos polinizadores, estimulos visuais e olfatorios sdo essenciais
(MAGALHAES et al., 2005; COSTA e MACHADO, 2012; COSTA, THOMAS e
MACHADO, 2017). Alguns desses estimulos j& foram associados com a atracdo de
polinizadores em Cyperaceae, onde foi registrado que a coloragdo branca das brécteas
involucrais (COSTA e MACHADO, 2012; COSTA, THOMAS e MACHADO, 2017), a
coloracdo amarela ou branca das bracteas florais (WRAGG e JOHNSON, 2011; COSTA,
THOMAS e MACHADO, 2017) e a coloracio branca das anteras (MAGALHAES et al., 2005;
COSTA e MACHADO, 2012) séo atrativos florais para insetos polinizadores. Assim como
estimulos olfativos ja foram registrados por Wragg e Johnson (2011) em Cyperus obtusiflorus
e C. sphaerocephalus, onde foi constatado que estas espécies emitem compostos organicos
volateis (COV’s) florais semelhantes aos emitidos por flores entomofilas em geral
(benzenoides, monoterpenos). De maneira semelhante, Magalhées et al. (2005) registraram
para Eleocharis elegans emissdo de COV’s florais (sesquiterpenos, alcanos e éster).

Insetos que sdo atraidos por flores de familias tipicamente anemofilas geralmente
consomem seu Unico recurso, o polen, o qual é produzido em abundéncia (ENDRESS, 1994;
RECH, BERGAMO e FIGUEIREDO, 2014; SCHULZE-ALBUQUERQUE et al., 2020). O
polen de flores anemofilas também pode ser consumido em periodos onde ha escassez de flores
que geralmente sdo polinizadas por insetos, auxiliando na manutencdo de recursos para
polinizadores, disponibilizando um recurso alternativo, como visto para as flores do canhamo
(Cannabis sativa L.) (FLICKER, POVEDA e GRAB, 2019). Estes insetos, além de
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consumirem e transferirem diretamente o polen de uma flor para outra, também podem auxiliar
indiretamente na transferéncia de polen através do vento, uma vez que o movimento vibratorio
no momento da visita, juntamente com as caracteristicas morfoldgicas da antera e do pélen de
plantas anemofilas, sdo suficientes para liberacdo e dispersdo do polen no ar, aumentando as
chances de coliséo com o estigma de outras flores (GUILHERME e RESSEL, 2001; HUANG
et al., 2002; DOREA et al., 2018; SCHULZE-ALBUQUERQUE et al., 2020).

Quando ambos vetores (vento e insetos) atuam juntos na polinizacdo de representantes
destes grupos, caracteriza-se a ambofilia (COSTA e MACHADO, 2012). Esta condicdo pode
ser considerada intermediaria, onde pode ocorrer tanto o processo de flores anemdfilas se
readaptando a entomofilia como o de entomofilas se adaptando a anemofilia. Em alguns casos,
0 sucesso reprodutivo combinado (vento e insetos) pode ser maior quando comparado a
polinizacdo por cada vetor independentemente (CULLEY, WELLER e SAKAI, 2002; COSTA
e MACHADO, 2012; RECH, BERGAMO e FIGUEIREDO, 2014).

A ambofilia surgiu vérias vezes em diversas familias de plantas, como Arecaceae,
Brassicaceae, Caryophyllaceae, Cyperaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Liliaceae, Poaceae,
Polemoniaceae, Ranunculaceae e Salicaceae, sugerindo que essa estratégia seja evolutivamente
positiva (CULLEY, WELLER e SAKAI, 2002; WRAGG e JONHSON, 2011; COSTA e
MACHADO, 2012; RECH, BERGAMO e FIGUEIREDO, 2014; RIOS et al., 2014; COSTA
et al., 2018; SCHULZE-ALBUQUERQUE et al., 2020). Este sistema misto de polinizacdo
pode ser vantajoso para espécies de plantas que ocorrem em diferentes habitats, ou em
ambientes que variam ao longo do tempo, onde um vetor pode compensar o outro em diferentes
circunstancias, bem como quando ocorre flutuacdo temporal da abundéncia de polinizadores
(CULLEY, WELLER e SAKALI, 2002; COSTA et al., 2018). Costa et al. (2018) compararam
a contribuicdo do vento e insetos na formacao de frutos para Rhynchospora ciliata (Vahl) Kik.
(Cyperaceae) em diferentes condi¢fes climaticas, e registraram que em meses mais secos, 0
vento foi menos eficiente e neste periodo os insetos auxiliaram na formacéo de frutos. Schulze-
Albuquergue et al. (2020) também descreveram um sistema ambéfilo em quatro espécies de
Poaceae, nas quais registraram diversos grupos de visitantes florais, bem como evidenciaram
que pistas florais visuais e olfativas sdo perceptiveis por estes visitantes.

Especies ambadfilas geralmente séo visitadas por varias ordens de insetos, como abelhas,
formigas, vespas (Hymenoptera) moscas (Diptera), besouros (Coleoptera), podendo em alguns
casos serem consideradas espécies ecologicamente generalistas (OLLERTON et al., 2007;
FRIEDMAN e BARRETT, 2009a; COSTA et al., 2018; SCHULZE-ALBUQUERQUE et al.,
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2020). Os sistemas generalistas sdo complexos e varidveis ao longo do tempo e espago
(WASER et al., 1996; OLLERTON et al., 2007), as flores geralmente sdo expostas, com
recursos (geralmente poélen) de facil acesso, em ambientes pioneiros ou em areas onde
determinados grupos de polinizadores sdo menos previsiveis (RECH, BERGAMO e
FIGUEIREDO, 2014; SCHULZE-ALBUQUERQUE et al., 2020).

2.3 ATRATIVOS E SINALIZACAO FLORAL PARA INSETOS, COM ENFASE EM
HYMENOPTERA E DIPTERA

As flores desenvolveram estimulos sensoriais visuais, como tamanho, formato e
coloracdo de suas estruturas, bem como estimulos olfativos, os quais emitem compostos
volateis florais utilizados na atragdo de animais polinizadores (VARASSIN e AMARAL-
NETO, 2014). Tais atrativos indicam a presenca de recursos florais como poélen, néctar, 6leo,
resina, cera, goma ou perfume (AGOSTINI, LOPES e MACHADO, 2014). A atratividade
floral, juntamente com a disponibilidade de recursos, estimula o aumento da frequéncia de
visitas, a transferéncia de polen entre individuos diferentes e assim a fecundagdo e o sucesso
reprodutivo da planta (ANDERSSON et al., 2002; WRIGHT e SCHIESTL, 2009; VARASSIN
e AMARAL-NETO, 2014). O conjunto dessas caracteristicas florais atrai diferentes grupos de
polinizadores, compostos na sua maioria por insetos como Hymenoptera (abelhas, vespas e
formigas), Diptera (moscas), Lepidoptera (esfingideos, mariposas e borboletas), Coleoptera
(besouros), entre outros (RECH, AVILA JR e SCHLINDWEIN, 2014).

H& mais de 16 mil espécies de abelhas no mundo, destas, 1678 ocorrem no Brasil
(PINHEIRO et al., 2014). Estas compdem o principal grupo de insetos polinizadores de flores
em geral, possuindo modo de vida solitario ou social, onde a maioria das espécies alimentam-
se ou utilizam de alguma forma recursos florais como poélen, néctar, 6leo, resina ou perfume,
estabelecendo uma relacéo estreita com as angiospermas (ENDRESS, 1994; PINHEIRO et al.,
2014). Flores adaptadas a polinizag&o por abelhas sdo denominadas melitoficas e estas possuem
uma grande diversidade morfologica. Geralmente sdo caracterizadas por possuirem coloragdo
amarela, azul, purpura e ultravioleta (UV), sendo comum guias de recursos florais e plataforma
de pouso. Além disso, possuem emissdo de odor com perfume adocicado ou citrico e antese
diurna (ENDRESS, 1994; PINHEIRO et al., 2014; VARASSIN e AMARAL-NETO, 2014).

Os dipteros compdem o segundo grupo de insetos polinizadores mais relevantes, com

destaque as familias Syrphidae, Bombyliidae e Muscoidae, as quais atuam como polinizadores



20

desde o surgimento das primeiras plantas com flores (NADIA e MACHADO, 2014).
Atualmente sdo considerados os principais polinizadores das angiospermas basais, envolvendo
0 grupo ANITA e as magnolideas, bem como Orchidaceae, Asclepiadoideae-Apocynaceae e
algumas tribos de Asclepiadoideae (NADIA e MACHADO, 2014). Flores polinizadas por
moscas apresentam diversas formas, cores, odores e recursos e sdo reconhecidas em dois
sistemas distintos, onde um ndo € especializado e outro € especializado (FAEGRI e PIJL, 1979;
NADIA e MACHADO, 2014). O sistema especializado pode ser dividido em dois grupos:
sapromiiofilia e polinizagdo por moscas de proboscide longa (NADIA e MACHADO, 2014).
A sapromiiofilia estd relacionada a polinizacdo por engodo onde dipteros sdo atraidos
enganosamente por matéria organica em decomposicao a fim de depositar seus ovos e/ou se
reproduzirem (DOBSON, 2006; NADIA e MACHADO, 2014; PINHEIRO, 2014). As moscas
possuem aparelho bucal do tipo sugador, podendo ser perfurante ou lambedor, este Ultimo
permite que esses insetos se alimentem de pequenas particulas sélidas, como graos de pdlen ou
néctar (WILLMER, 2011; NADIA e MACHADO, 2014). Ao se alimentarem de recursos
florais, as moscas permanecem por um longo tempo em flores da mesma inflorescéncia e apesar
de carregarem uma quantidade moderada de pdlen no corpo, se movem entre flores a uma
distancia média menor do que 1 metro, com excec¢do da familia Syrphidae, que possuem
especialidades para voar distancias mais longas (WILLMER, 2011; NADIA e MACHADO,
2014).

Os insetos possuem 0Orgéos visuais e olfativos especializados para perceber as flores.
Nas abelhas, os olhos compostos possuem fotorreceptores com picos de excitacdo em trés faixas
diferentes do espectro visual: ultravioleta, azul e verde, com capacidade visual entre 300 nm e
700 nm (ENDRESS, 1994; CHITTKA e THOMSON, 2001). Diferente das abelhas, os olhos
compostos de moscas possuem quatro fotorreceptores com picos de excitacdo em diferentes
faixas do espectro visual: ultravioleta, azul, roxo e verde, com capacidade visual entre 300 nm
e 700 nm (LUNAU, 2014; HANNAH et al., 2019). Para que as flores sejam melhor percebidas
por moscas e abelhas é necessario que estejam a uma curta distancia, dependendo do tamanho
da flor e contraste com o plano de fundo (ENDRESS, 1994; CHITTKA e THOMSON, 2001,
LUNAU, 2014; HANNAH et al., 2019). Para perceber o odor, as abelhas possuem antenas com
grande quantidade de receptores (pelo menos 130), o que possibilita a detecgéo e distin¢do de
diferentes compostos volateis a uma distancia maior quando comparado a percepg¢do visual
(CHITTKA e THOMSON, 2001; WRIGHT e SCHIESTL, 2009), sendo capazes de distinguir

0s cheiros com base no comprimento da cadeia de carbono e no tipo, posi¢cdo e nimero de
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grupos funcionais (REINHARD e SRINIVASAN, 2009). As antenas das moscas também
possuem quimiosensores de longo alcance, abundantes e receptivos a diversos odores florais
(WILLMER, 2011).

Visto que insetos possuem capacidade de perceber as flores, estes reagem de forma inata
ou aprendida a tais estimulos, sendo o comportamento inato uma resposta a um sinal
determinado geneticamente sem que haja experiéncia prévia. Ja o0 comportamento aprendido é
uma resposta a um sinal a partir de experiéncias adquiridas ao longo da vida dos individuos
(BRITO, TELLES e LUNAU, 2014). O comportamento de preferéncia inata observado em
abelhas contribui inicialmente para o reconhecimento visual das flores, porém a capacidade
desses insetos de aprender a avaliar recompensas florais e associar aos atributos florais
especificos pode reduzir o tempo de busca por alimento, aumentando a frequéncia e constancia
de visitas, assim como o sucesso reprodutivo dessas flores (CHITTKA e THOMSON, 2001,
WRIGHT e SCHIESTL, 2009; VARASSIN e AMARAL-NETO, 2014). As abelhas aprendem
a associar o perfume floral a recompensas mais rapido em relacao as pistas visuais (CHITTKA
e THOMSON, 2001). Da mesma forma que as abelhas, varios tdxons de moscas possuem
capacidade de aprendizagem associada a estimulos visuais e olfativos (TROJE, 1993; WEISS,
2001; WILLMER, 2011; LUNAU, 2014). Existem relacdes de preferéncia das abelhas por
cores e odores especificos, onde estas preferem flores brancas, violeta, azul, amarelo e rosa,
com odor adocicado ou citrico (VARASSIN e AMARAL-NETO, 2014). Embora a maioria das
moscas possuem preferéncia inata a cor amarela, alguns grupos preferem rosa, azul ou violeta
(WEISS, 2001), além de serem atraidas por odores adocicados ou citricos, no caso de moscas
nectariferas e matéria em decomposicdo, no caso de moscas necrofilas (VARASSIN e
AMARAL-NETO, 2014).
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RESUMO

e Anemofilia € uma condi¢édo plesiomorfica em Cyperaceae. Porém, estudos registraram
visitantes florais em representantes, incluindo Eleocharis R.Br., sendo a coloracao de
estruturas e odor os principais atributos envolvidos na atratividade. Quando vento e
insetos atuam na polinizacdo o sistema e considerado ambdfilo. Em representantes de
outras familias, a agua pode também contribuir indiretamente para a polinizagéo.

¢ Neste trabalho verificamos quais vetores estdo envolvidos na polinizacdo de Eleocharis
mutata e E. geniculata (L.) Roem. & Schult (Cyperaceae). Para isso, foram realizadas
observacdes relacionadas a biologia floral, experimentos de exclusdo de vetores de
polinizac&o, registro de visitantes florais, anélises de reflectancia e odor floral.

e Foi observado que ambas espécies possuem atributos florais anemofilos, como
exposicdo das estruturas reprodutivas, alta razdo polen-6vulo e protoginia. Em E.
mutata, o0 vento contribuiu mais para 0 sucesso reprodutivo, enquanto que para E.
geniculata, flores expostas a agua em condi¢des naturais obtiveram maior sucesso
reprodutivo. Foram registrados oito insetos visitando flores de E. mutata, uma mosca
da familia Fannidae foi o mais relevante. As flores de ambas espécies demonstraram ser
visiveis e distinguiveis do plano de fundo nos modelos de visdo de Hymenoptera e
Diptera. O odor de E. mutata foi semelhante ao de material vegetal em decomposicao,
flores atrativas e feromdnios de moscas, podendo indicar um caso de atracdo por
engano.

e No geral, pode-se sugerir a ocorréncia de duas diferentes estratégias de reproducéo
inéditas em Cyperacae, a polinizacdo por engano em E. mutata e pela agua em E.
geniculata.

Palavras-chave: Ambofilia, anemofilia, atrativos florais, chuva, entomofilia, engano,
hidrofilia.
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INTRODUCAO

A polinizacdo pelo vento (anemofilia) é considerada uma condi¢do secundaria em
angiospermas, tendo esse sistema evoluido devido as condi¢Ges ambientais instaveis como alta
velocidade do vento, altitude elevada, baixa precipitacdo e habitat aberto, onde o transporte de
polen ndo era obstruido por qualquer barreira fisica, gerando pressdo seletiva sobre essas
populacdes (Leppik 1955; Endress 1994; Costa & Machado 2012). Em geral, flores anemdfilas
séo pequenas, organizadas em numerosas inflorescéncias, de cores claras ou esverdeadas, sem
nectarios e emissdo de volateis florais, com estruturas reprodutivas expostas, abundancia de
polen seco e estigma plumoso e pegajoso, com numero reduzido de 6vulos (geralmente um)
(Endress 1994; Friedman & Barrett 2008; Friedman & Barrett 2009b; Costa & Machado 2012;
Rech et al. 2014). Esse sistema de polinizacdo é considerado especializado, no qual a
arquitetura da inflorescéncia e das flores manipulam o fluxo de ar, favorecendo a remocéo e
captura de polen (Friedman & Harder 2004; Friedman & Barrett 2009b).

No entanto, em alguns grupos anemdfilos, como em Cyperaceae, determinadas espécies
podem apresentar atributos atrativos para insetos, como coloracgdo de estruturas florais que séo
distinguiveis do plano de fundo, bem como emissdo de compostos organicos volateis florais,
indicando readaptacdo a entomofilia (Leppik 1955; Wragg & Johnson 2011; Costa & Machado
2012; Costa et al. 2017; Schulze-Albuquerque et al. 2020). Para perceber tais atributos, os
insetos possuem 6rgdos visuais e olfativos especializados. No geral, estes possuem capacidade
visual entre 300 nm e 700 nm, tendo diferentes picos de excitacdo dos fotorreceptores a
depender do grupo de inseto (Endress 1994; Chittka & Thomson 2001). Em abelhas, por
exemplo, o pico de excitacdo ocorre em trés faixas diferentes do espectro visual: ultravioleta
(UV), azul e verde, enquanto em moscas, 0s picos de excitagdo ocorrem no UV, azul, roxo e
verde (Lunau 2014; Hannah et al. 2019). Estes animais possuem grande quantidade de
receptores de odor, o que possibilita a deteccao e distingdo de diferentes compostos organicos
volateis de longo alcance (Chittka & Thomson 2001; Wright & Schiestl 2009; Willmer 2011).
Um dos grupos de insetos com maior relevancia como polinizadores é Diptera e flores
polinizadas por esse grupo possuem uma ampla diversidade de atributos florais e formas de
atrair visitantes (FAEGRI e PIJL, 1979; NADIA e MACHADO, 2014). Dentre as formas de
atracdo, destaca-se a forma enganosa, onde flores simulam cor e odor semelhante & matéria
orgénica em decomposicgéo a fim de depositar seus ovos e/ou se reproduzirem (DOBSON, 2006;
NADIA e MACHADO, 2014; PINHEIRO, 2014).
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O vento e os insetos podem atuar juntos na polinizacdo, caracterizando a ambofilia
(Costa & Machado 2012). Esta condicao pode ser considerada intermediaria, onde pode ocorrer
tanto o processo de flores aneméfilas se readaptando a entomofilia como o de entoméfilas se
adaptando a anemofilia. Em alguns casos, o sucesso reprodutivo combinado (vento e insetos)
pode ser maior quando comparado a polinizac¢ao por cada vetor independentemente (Culley et
al. 2002; Costa & Machado 2012; Rech et al. 2014).

Eleocharis R.Br. € um género composto por plantas aquéticas e anfibias dessa familia
com maior riqueza no Brasil, havendo 82 espécies registradas no pais (Maciel-Silva et al. 2018).
Dentre essas espécies, se destaca E. elegans (Kunth) Roem. & Schult., que possui registro de
emissdo de volateis florais como sesquiterpenos, alcanos de cadeia longa, aldeidos de cadeia
longa e éster de &cido graxos que sdo semelhantes aos encontrados em flores entoméfilas de
outras familias de angiospermas. Além disso, foram observadas visitas de moscas Syrphidae
(Magalhdes et al. 2005). Embora Magalhdes et al. (2005) ndo tenham comprovado a
participacdo das moscas na polinizacdo de E. elegans, ha registro de insetos polinizadores
(abelhas, vespas, moscas) em espécies de outros géneros de Cyperaceae, como em
Rhynchospora (Leppik 1955; Costa & Machado 2012; Costa et al. 2017; Costa et al. 2018).
Além disso, em Angiospermas aquaticas, além do vento e de insetos, a agua é apontada como
um possivel vetor de pdlen (Philbrick & Les 1996), uma estratégia de poliniza¢do ainda nao
registrada para representantes da familia.

Neste estudo selecionamos duas espécies pertencentes ao género Eleocharis, E. mutata
(L.) Roem. & Schult e E. geniculata (L.) Roem. & Schult. Ambas as espécies apresentam flores
caracteristicamente anemofilas, inflorescéncia com coloracdo creme/esbranquicada e odor
perceptivel ao olfato humano (observacdo pessoal), sendo possivel a ocorréncia de sistema
misto de polinizacdo nestas espécies. Além disso, E. geniculata ocorre em area de entremaré e
permanece com as flores expostas a agua, sendo submersas durante a maré alta, o que poderia
influenciar seu processo de poliniza¢do. Sendo assim, o presente estudo tem como objetivo
verificar quais vetores de polinizacdo estdo envolvidos no sucesso reprodutivo de Eleocharis
mutata e E. geniculata, ampliando o conhecimento acerca dos sistemas de polinizagdo em

Cyperaceae e compreendendo melhor a transigdo entre sistemas de polinizagdo nesse grupo.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo e espécies estudadas
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O estudo foi realizado no entorno e na Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN)
Nossa Senhora do Outeiro de Maracaipe (Ibama 2000). Esta area é localizada no municipio de
Ipojuca, litoral sul do estado de Pernambuco, no Brasil, e ocupa uma area de 76,2 ha sobre
planicie litoranea. Dessa area, 60,96 ha correspondem a vegetacdo de restinga e margeando essa
vegetacdo, existe 15,24 ha correspondente a vegetacdo de manguezal. O solo desta RPPN é
constituido por Neossolos Quartzarénicos com alguns trechos inundados durante o periodo de
chuva. Segundo a classificacao de Koppen (1948), o clima ¢ do tipo As’ tropical chuvoso com
precipitacdo de menos de 60 mm no més mais seco e anual de 2000 mm. A estagdo seca ocorre
entre outubro e margo, sendo outubro, novembro e dezembro os meses mais secos. A vegetacao
de restinga apresenta fisionomia dos tipos floresta e campo (inundavel e ndo inundavel), a
fisionomia “floresta” € composta predominantemente por arvores e as fisionomias campo
inundavel e ndo inundavel sdo compostas predominantemente por herbaceas. Apesar de ser uma
RPPN, existe transito da populacdo local na area, porém a vegetacdo apresenta poucos indicios
de pressédo antropica (Almeida jr et al. 2009).

Eleocharis (Cyperaceae) possui cerca de 250 espécies distribuidas em regides tropicais
e subtropicais da Ameérica. No Brasil é o terceiro maior género de Cyperaceae, composto por
82 espécies. Representantes de Eleocharis sdo plantas aquéticas ou anfibias que crescem em
solos Umidos ou inundados como brejos, cachoeiras, lagoas, lagos, margens de rios e em
restinga (Gil & Bove 2004; Maciel-Silva et al. 2018). As populagdes das espécies estudadas
estavam localizadas em diferentes areas alagadas da RPPN: Eleocharis mutata se localizava
nas coordenadas S08°30'27.9"W035°01'11.3", enquanto a populacdo de E. geniculata se
localizava nas coordenadas S08°31'18.2"W035°01'01.1" e S08°31'31.6"W035°01'01.1". Os
espécimes foram depositados no herbario UFP — Geraldo Mariz, na Universidade Federal de
Pernambuco, PE, Brasil: UFP 87694 (E. mutata) e UFP 87693 (E. geniculata).

Eleocharis mutata popularmente conhecida por junco, junco-trés-quinas e taboinha é
uma erva perene cespitosa e estolonifera. Gil & Bove (2007) caracterizaram E. mutata por
possuir colmos triangulares de faces céncavas com espigas multiflorais e gluma inferior esteéril.
As flores sdo compostas por trés estames e estigma trifido e a floracéo e frutificacdo ocorrem
durante todo o ano. Esta espécie forma grandes col6nias monotipicas em solos argilosos
alagados, adjacentes a rios, brejos proximos a lagoas e canais (Gil & Bove 2004; Rosen & Jones

2004; Gil & Bove 2007; Maciel-Silva et al. 2018). Esta espécie apresenta ampla distribuic&o,
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ocorrendo na América, Africa e Oceania (Gil & Bove 2004; Gil & Bove 2007; Maciel-Silva et
al. 2018).

Eleocharis geniculata, popularmente conhecida por junco, tiririca e junco-popoca é uma
erva ereta, cespitosa e rizomatosa. Gil & Bove (2007) caracterizaram E. geniculata por possuir
colmos cilindricos e achatados com espigas multiflorais ovéide a globosas com glumas
inferiores estéreis. As flores apresentam trés estames e estigma bifido, tendo o periodo de
floracdo e frutificacdo durante o ano inteiro. Esta espécie habita areas alagadas, brejo entre
dunas, canais temporérios beirando estradas, lagoas, lagunas e ambientes hipersalinos (Gil &
Bove 2004; Gil & Bove 2007). Possui ampla distribuicio, ocorrendo na América, Africa, Asia
e Oceania (Gil & Bove 2004; Gil & Bove 2007).

Biologia floral

Morfometria floral

Foram analisadas e tomadas medidas das estruturas florais de ambas espécies. Para isso,
foram coletadas, para cada espécie, 40 inflorescéncias provenientes de individuos diferentes e
armazenadas em alcool 70%. No total, foram analisados em cada espécie dez botbes em pré-
antese, vinte flores hermafroditas, sendo dez em fase feminina e dez em fase masculina, além
de dez frutos. Para cada individuo de cada espécie foram tomadas fotografias dos botdes, flores
e frutos sob estereomicroscopio com papel milimetrado (10x10cm) e, com auxilio do software
ImageJ (Rasband 1997-2018) foram obtidas as seguintes medidas: tamanho da inflorescéncia,
tamanho da espigueta e tamanho das bracteas. Tamanho do estilete, tamanho e forma do
estigma, tamanho do estigma exposto e diametro do ovario. Tamanho do filete e tamanho da
antera. Além disso foram quantificados o numero de flores por inflorescéncia, nimero de
brécteas, ovarios, 6vulos, semente e estames por flor.

Para determinar como ocorrem as mudancas dos tamanhos das estruturas reprodutivas
ao longo da antese e apds a fertilizagdo das flores e formacao dos frutos foram realizados testes
para verificar possiveis diferencas significativa das medidas morfoldgicas entre as seguintes
estruturas florais das diferentes fenofases (botéo, flor em fase feminina, flore em fase masculina
e fruto): tamanho do estilete, tamanho do estigma, didmetro do ovério, tamanho do filete,
tamanho da antera. Primeiramente foi testada a normalidade dos dados através do teste de

Shapiro-Wilk. Quando as medidas foram normais, foi realizado teste T pareado. Quando nao
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houve normalidade, foi feito o teste de Wilcoxon. Ambos os testes foram realizados com auxilio
do software RStudio 3.4.2 (R Development Core Team 2020).

Periodo de antese

Para determinar o periodo de antese em ambas as espécies, foram monitorados dez
individuos a partir do inicio da exposicao das estruturas reprodutivas e acompanhados a cada
hora até 16:00h durante trés dias consecutivos. Além disso, para determinar o momento em que
0 estigma permanece receptivo, foram coletadas e submergidas dez inflorescéncias de
diferentes escapos em peroxido de hidrogénio a cada duas horas a partir do inicio da antese até
0 momento que ndo houve reacdo do tecido vegetal com o perdxido de hidrogénio, totalizando
60 individuos por espécie. Foi verificada a presenca de bolhas nos estigmas, que indicam tecido
vegetal em atividade (Dafni et al. 2005). Foram tomadas fotografias das inflorescéncias para

analise da sequéncia de antese.

Razéo pélen-6vulo e viabilidade

Com o objetivo de verificar a proporcdo da quantidade de grdos de poélen para
quantidade de 6vulos (razdo P/O), bem como a viabilidade polinica foram utilizados botdes em
pré-antese de diferentes escapos florais. Foi estimada a razdo P/O das flores e da inflorescéncia
de ambas as espécies. Para Eleocharis mutata foram coletados dez individuos diferentes, onde
em cada individuo foram separadas trés flores, uma localizada na base, uma no meio e uma no
apice da inflorescéncia. J& para Eleocharis geniculata, foram coletados dez individuos
diferentes, onde em cada individuo foi separada uma unica flor localizada no meio da
inflorescéncia devido ao menor tamanho da estrutura. Além disso, ainda foram contabilizados
a quantidade de flores por inflorescéncia de cada individuo.

Para determinar a razdo P/O, foram removidos todos os graos de pélen de cada uma das
trés anteras de cada flor a partir da técnica de esmagamento. Para verificar a viabilidade
polinica, os gréos de polen foram corados com carmim acetico, um corante capaz de pigmentar
apenas estruturas com tecido em atividade (Neto et al. 2006). A quantidade total de gréos de
polen e a quantidade de grdos corados foram contabilizados com auxilio de um contador sob
microscopio. Para a mesma flor também foi contabilizada a quantidade de 6vulos (Cruden 1977,
Neto et al. 2006).
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A razdo P/O das flores foi estimado a partir da soma da quantidade de gréos de polen
nas trés anteras, dividido pela quantidade de 6vulos. No caso de E. mutata, ainda foi feito uma
média da razdo P/O entre as trés flores contabilizadas. A razdo P/O por inflorescéncia foi
estimada a partir da quantidade de flores por inflorescéncias multiplicado pela razéo P/O de
uma flor. A porcentagem de viabilidade foi calculada a partir da proporgéo entre a quantidade

de gréos corados e a quantidade total de graos de pélen por flor.

Sistema reprodutivo

Para determinar a participacdo de cada vetor de polen (vento e insetos) na formacao de
frutos em ambas espécies foram seguidos protocolos descritos por Costa & Machado (2012).
Foram utilizados ao total 31 inflorescéncias de Eleocharis mutata e 45 de Eleocharis geniculata
com botdes em pré-antese de individuos diferentes, nos seguintes tratamentos no local de
ocorréncia natural das espécies: 1) autopolinizacdo espontanea, no qual 13 inflorescéncias de
E. mutata e 14 inflorescéncias de E. geniculata foram encobertas por um saco de papel semi-
impermeéavel, impedindo a entrada de insetos e a passagem de vento; 2) polinizacdo pelo vento,
no qual 11 inflorescéncias de E. mutata e 13 inflorescéncias de E. geniculata foram encobertas
por um saco de tule, com abertura de malha 1 mm, impedindo a entrada de insetos, mas
permitindo a passagem do vento; 3) polinizacdo natural, no qual 7 inflorescéncias de E. mutata
e 18 inflorescéncias de E. geniculata foram marcadas com fita adesiva, estando livres para a
polinizacdo por ambos os vetores de polen (grupo controle).

Além disso, devido as inflorescéncias de E. geniculata reterem gotas de chuvas,
ocorrerem em uma area de entremaré e permanecerem submersa na maré alta (Fig. 1), foi feito
0 mesmo protocolo em ambiente controlado excluindo-se a acdo da dgua. Foram coletadas treze
touceiras em uma area de 10 m? e plantadas aos pares em floreiras diferentes. Estas foram
dispostas proximas umas das outras para simular o ambiente natural em local onde ndo havia
nenhum contato das inflorescéncias com agua. As plantas foram regadas todos os dias tomando
cuidado para ndo enxarcar a planta ao ponto de molhar ou submergir as inflorescéncias. Foram
utilizadas ao total 30 inflorescéncias com flores em pré-antese de individuos diferentes nos
seguintes tratamentos: 1) 11 inflorescéncias para autopolinizagdo espontanea; 2) 10
inflorescéncias para polinizacéo pelo vento e 3) 9 inflorescéncias para polinizacdo natural.

Apbs 30 dias, as inflorescéncias foram coletadas e fixadas em alcool 70% para as

analises da formacé&o de frutos em cada tratamento de polinizacéo sob estereomicroscépio. Para



35

verificar a diferenca estatistica entre os tratamentos de polinizacdo e entre os tratamentos
expostos ou ndo a agua, foram realizadas analises de ANOVA um fator para E. mutata e dois
fatores para E. geniculata e a posteriori o teste de Tukey através do software RStudio 3.4.2 (R
Development Core Team 2020).

Para verificar a acdo do vento na polinizacdo de ambas as espécies nestes experimentos,
foram tomadas medidas de velocidade maxima do vento (m/s) no local do estudo na altura das
inflorescéncias com auxilio de um anemémetro digital portatil (Incoterm 7607.01.0.00). Para
E. mutata, as medidas foram tomadas em dois dias consecutivos em dezembro de 2019 a cada
hora partir de 11:00 h até 16:00 h. Para E. geniculata in situ foram tomadas duas medidas em
agosto de 2020 e janeiro de 2021 entre 10:00 h e 12:00 h. Ja para E. geniculata em ambiente
controlado, foram tomadas medidas a cada hora durante dois dias do més de janeiro e um dia
no més de fevereiro de 2021 a partir de 06:00 h até 16:00 h.

Visitantes florais

Foram realizadas observacdes de visitantes florais e determinado o comportamento dos
insetos nas flores em fase feminina e fase masculina em uma éarea de aproximadamente 3 m2,
Para Eleocharis mutata, as flores foram monitoradas das 06 h as 16 h, durante seis dias ndo
consecutivos totalizando 29 h de observacdo, enquanto que para Eleocharis geniculata, as
flores foram observadas a partir de 06 h as 10 h, durante trés dias ndo consecutivos totalizando
12 h de observacéo.

Os visitantes florais foram coletados com auxilio de frascos de vidro com tampa,
acondicionados a seco e depositados como espécimes testemunho na colecdo de insetos do
laboratério de Biologia Floral e Reprodutiva — Polinizar, na Universidade Federal de
Pernambuco. Foram tomadas fotografias das visitas para auxiliar na descricdo do
comportamento das espécies e identificacdo por especialistas.

Atrativos florais

Reflectancia

Para verificar o espectro de cor refletido por cada parte floral de Eleocharis mutata

foram selecionadas vinte inflorescéncias de individuos diferentes in situ, sendo dez
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inflorescéncias com flores hermafroditas em fase feminina e dez inflorescéncias com flores
hermafroditas em fase masculina. Para cada individuo (amostra) foram tomadas medidas de
reflectancia das bracteas florais e do conjunto de cerca de trinta anteras e de trinta estigmas,
uma vez que tais estruturas sdo pequenas e individualmente a reflectancia ndo é captada pelo
equipamento utilizado. Para E. geniculata, foram selecionadas vinte inflorescéncias de
individuos diferentes in situ, sendo cada amostra composta por duas inflorescéncias, uma vez
que estas sdo pequenas e individualmente a reflectancia ndo é captada pelo equipamento
utilizado. Sendo assim, para cada amostra foram tomadas medidas de reflectancia das
inflorescéncias inteiras em ambas fases, feminina e masculina. Além disso, em cada espécie,
foram medidas as reflectancias de dez escapos florais separadamente, considerados como plano
de fundo nas analises.

Cada estrutura floral foi agrupada separadamente por individuo, posicionada em fundo
preto fosco e foi mensurada a reflectdncia utilizando um espectrometro de fibra Optica
devidamente calibrado com angulo de 45° (JAZEL200 Ocean Optics, USA). Os dados obtidos
a partir do espectrofotdmetro foram plotados e indexados entre os comprimentos de onda 300
nm e 700 nm, uma vez que o espectro visivel das abelhas e moscas ocorre nesta faixa de visao
(Chittka 1992).

Para entender 0 modo como as cores das estruturas florais das espécies estudadas sao
percebidas e discriminadas pelas abelhas foi elaborado para cada espécie um espaco hexagonal
utilizando o modelo do hexagono de visdo das cores de Hymenoptera descrito por Chittka
(1992). O espago hexagonal foi elaborado a partir dos valores de excitacdo de cada
fotorreceptor, ultravioleta (UV), verde (UG) e azul (UB) através do pacote PAVO (Maia et al.
2013) no software RStudio 3.4.2 (R Development Core Team 2020). Este espaco hexagonal é
separado em seis diferentes setores de cores, representando os diferentes espacos da visdo das
abelhas, ou seja, UV, UV-azul, azul, azul-verde, verde, UV-verde, onde o0 centro é o espaco
acromatico. Os estimulos sdo distinguiveis quando a distancia euclidiana é maior do que 0,1
(Chittka 1992)

Para saber o0 modo como as cores sdo percebidas e discriminadas por moscas foi
elaborado para cada espécie um espaco utilizando o modelo categorico de visdo das cores de
mosca varejeira Lucilia sp. descrito por Troje (1993). O modelo categdrico foi elaborado
através do pacote PAVO (Maia et al. 2013) no software RStudio 3.4.2 (R Development Core
Team 2020) a partir dos valores de excitacdo de véarios fotorreceptores divididos em dois

subsistemas, onde o primeiro compreende as classes de fotorreceptores R1-R6, que sédo
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principalmente responsaveis pela visdo acromética e deteccdo de movimento, enquanto o
segundo é composto por quatro classes espectrais (R7p, R7y, R8p e R8y). Acredita-se que este
subsistema seja o principal responsavel pela visdo de cores por meio do processamento
oponente de quatro sinais de cores de entrada. A diferenca entre os valores de excitacdo das
quatro classes espectrais resulta em quatro diferentes setores de cores, representando o0s
diferentes espagos da visao das moscas, ou seja, UV (p +y +), roxo (p + y—), azul (p—y +) e
verde (p— y—). Os estimulos que se enquadram em uma categoria sdo indistinguiveis (Troje
1993; Lunau 2014; Bergamo et al. 2018; Hannah et al 2019).

Odor

A fim de detectar a presenca e localizacdo de possiveis osméforos (glandulas de odor),
dez espiguetas de individuos diferentes de ambas espécies foram submersas em solugdo
(1:1000) de vermelho neutro durante 10 minutos, sendo lavadas posteriormente em agua
corrente e verificado a presenca/auséncia de glandulas nas partes florais, que sdo identificadas
como pontuagdes vermelhas (Vogel 1990).

Com intuito de saber a quantidade e a composi¢do de compostos organicos volateis
(COV) florais que sdo emitidos pelas espécies estudadas, foram extraidas sete amostras para
cada espécie a partir do método de extracdo “headspace” dinamico (ou espago confinante)
adaptado de Détterl et al. (2005). Foram coletadas uma amostra de ar ambiente e uma amostra
de odor das partes vegetativas como amostras controle e outras cinco amostras das partes
florais. Para cada amostra de parte floral foram utilizadas dez inflorescéncias de escapos
diferentes com flores em antese, enquanto que para a amostra de partes vegetativas foram
utilizados dez escapos sem inflorescéncias no topo.

Para extracdo das amostras, as inflorescéncias com flores em antese foram encobertas
em saco de PET (Bratschlauch, Melitta GmbH, Germany) fechado durante 1h. Posteriormente,
os volateis emitidos pelas inflorescéncias ou partes vegetativas, e concentrados no saco, foram
capturados através de um tubo de silicone acoplado a uma bomba de vacuo (G12/01 EB,
Rietschle Thomas, Puchheim, Germany), anexada em um fluxémetro medindo 200 mL min-1,
durante 30 minutos. O ar concentrado com os COV’s florais foi armazenado em
chromatoprobes (comprimento: 30 mm; diametro interno: 2,5 mm) compostos por um polimero
adsorvente (3 mg), consistindo de uma mistura 1:1 de Tenax TA (malha 80/100, Supelco, EUA)

e Carbopack X (20/40 mesh, Supelco, EUA). Todas as amostras contidas nos chromatoprobes
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foram armazenadas em frascos transparentes de 2 ml com tampa de rosca a -24°C até a analise
quimica.

A andlise quimica e identificacdo dos COV’s florais das amostras coletadas foram
analisadas em um cromatdgrafo de gés acoplado a um espectrdometro de massa (GC - MS;
Cromatografo de gas Agilent 7890A, espectrobmetro de massa Agilent 5975C Series MSD;
Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA), equipado com uma coluna ndo polar HP-5 ms
(Agilent J&W; 30 m x 0,25 mm, id 0,25 um de espessura de filme) e uma sonda de separacédo
térmica (TSP, Agilent Technologies). Os compostos foram identificados comparando seus
espectros de massa e indices de retengdo com aqueles disponiveis em bibliotecas de espectros
de massa comerciais (MassFinder 4, NIST11 e Wiley Registry 9th Edition, Adams, 2007),
integrados no software Agilent MSD Productivity ChemStation (Agilent Technologies, Palo
Alto, EUA).

RESULTADOS

Biologia floral

As espécies estudadas apresentaram atributos florais semelhantes, tais como
inflorescéncias congestas do tipo espiga (E. mutata: de 17.35 a 47 mm de comprimento; e E.
geniculata: de 1.84 e 5.87 mm), com numerosas flores (E. mutata: entre 42 e 177 flores; e E.
geniculata: 15 a 19 flores), pequenas (E. mutata: 3.75 a 9.5 mm; e E. genicula: 1.41 e 3 mm),
hermafroditas, compostas por uma bractea floral creme/esbranquicada que envolve as estruturas
reprodutivas. O androceu é composto por trés estames (3 filetes e 3 anteras), e 0 gineceu
formado por estigma dividido, trifido em E. mutata e bifido em E. geniculata, estilete, € um
ovario com um 6vulo.

Em ambas as espécies as flores sdo protoginicas e a flor dura em torno de sete dias.
Durante o processo de antese, por volta de 05 h do primeiro dia, os estigmas sdo expostos e se
tornam receptivos por dois dias consecutivos até as 16 h do segundo dia. No terceiro dia, a flor
se torna funcionalmente masculina, onde os estames permanecem expostos por pelo menos
cinco dias consecutivos (Fig. 2). Na fase feminina de ambas espécies, o estilete e estigma
crescem significativamente durante a antese (Tab. 1 e 2), expondo as estruturas reprodutivas
femininas, enquanto na fase masculina, o estigma murcha, porém ainda permanece fixo a flor.

Na fase masculina, o filete e as trés anteras aumentam de tamanho significativamente (Tab. 1 e
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2), expondo as estruturas reprodutivas masculinas. Ao final da fase masculina as anteras caem,
porém o filete ainda permanece fixo a flor. Quando ha fertilizacdo o ovario cresce

significativamente (Tab. 1 e 2) formando o fruto.

Razéo pdlen-6vulo

Em Eleocharis mutata, a razdo P/O de cada flor é de 3,009 (+ 458.25) (log = 3.47) e
considerando a inflorescéncia como unidade funcional, a raz&o P/O é de 396,718 (+ 88,070). A
viabilidade polinica desta espécie é de 97%. E. geniculata possui razdo P/O por flor de 405 (+
161.41) (log = 2.60), e considerando a inflorescéncia como unidade funcional, a razéo P/O é de
8,116 (+ 3,634). A viabilidade polinica desta espécie € de 47%.

Sistema reprodutivo

Os resultados dos tratamentos para determinar a participacdo de cada vetor de pdlen na
frutificacdo (autopolinizagdo, vento e insetos) variou entre as espécies. Em Eleocharis mutata,
houve diferenca significativa entre a autopoliniza¢do espontanea e a polinizacéo pelo vento (p
= 0.04) e também entre a autopolinizacdo espontanea e a polinizacdo natural (p < 0.01). Porém,
ndo houve diferenca significativa entre a polinizacdo pelo vento e a polinizacdo natural (p =
0.82) (Fig. 3A).

Ja em E. geniculata, houve diferenca significativa entre os tratamentos realizados em
campo, com a presenca de dgua no ambiente e o experimento controlado, no qual excluimos
qualquer acdo da agua na polinizacdo desta espécie (F = 55.9; gl = 1; p < 0.01). A partir das
analises par a par verificamos que ndo houve diferenca significativa entre o tratamento de
autopolinizacao esponténea e polinizagdo pelo vento (p = 0.38), contudo houve diferenca entre
a autopolinizacao espontanea e a polinizacdo natural (p < 0.01), e entre a polinizacdo pelo vento
e a polinizagdo natural (p < 0.01) (Fig. 3B) (Tab. 3).

A média da velocidade méxima do vento no local de ocorréncia de E. mutata foi 0.95
m/s, considerado 1 na escala Beaufort da velocidade do vento. No local natural de E. geniculata
verificamos uma velocidade média do vento de 0.32 m/s. Ja no local controlado de E. geniculata

foi de 0.12 m/s, ambos considerados 0 na escala da velocidade do vento.

Visitantes florais
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Em Eleocharis mutata foram registrados oito visitantes florais que realizaram no total
120 visitas: uma espécie de mosca da familia Faniidae (87 visitas), dois coleopteras (Coleoptera
sp.1: 7 visitas, Coleoptera sp. 2: 1 visita), um Acrididae sp. (9 visitas), um Gryllidae sp. (7
visitas), uma abelha Apis mellifera (3 visitas), um Tysanoptera sp. (3 visitas) e uma formiga sp.
(1 visita) (Fig. 4). O Unico visitante que apresentou comportamento de polinizador foi a mosca
Fanniidae, que foi a mais frequente e encostou as pernas e abdémen nas partes femininas (5
visitas) e masculinas (82 visitas) Os demais visitantes apresentaram comportamento de
pilhadores, permanecendo de 5 a 30 min apenas nas flores em fase masculina, consumindo o
polen. Apos visitarem uma inflorescéncia, os insetos voavam ou se deslocavam para flores de
outras inflorescéncias proximas (menos de 1 m) e ao fazer esse movimento, auxiliavam a
liberacdo de polen no ar. Em Eleocharis geniculata néo foi registrado qualquer visitante floral.

As visitas de E. mutata comecgaram por volta de 6 h, finalizando em torno de 16 h. A
frequéncia de visitas permaneceu constante durante o dia, porém com um pico de frequéncia
entre 11h e 14h (Fig. 5).

Atrativos florais

Reflectancia

Em Eleocharis mutata, as estruturas florais refletiram em diferentes faixas do espectro
de luz. O estigma refletiu com pico na faixa do UV e azul e também na faixa do verde e amarelo.
A antera refletiu na faixa do amarelo. As brécteas das flores em fase feminina e em fase
masculina refletiram com pico na faixa do verde e amarelo. E os escapos florais (plano de
fundo) refletiram na faixa do verde (Fig. 6A). A inflorescéncia de E. geniculata refletiu com
pico na faixa do amarelo, e os escapos florais (plano de fundo) refletiram com pico na faixa do
verde (Fig. 6B)

De acordo com o modelo de viséo das cores de abelhas, todas as estruturas florais de E.
mutata foram plotados no espaco de cor referente ao UV-azul de abelha (Fig. 6C). JA no modelo
de visdo das cores de moscas, as estruturas foram plotadas no UV de mosca (Fig. 6D). No
modelo de visdo de abelhas, a inflorescéncia de E. geniculata foi plotada no espago azul-verde
de abelha (Fig. 5E). Enquanto que no modelo de visdo de moscas, a inflorescéncia foi plotada

no espaco verde de mosca (Fig. 6F).
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No hex&gono de cores para abelhas de E. mutata, a distancia euclidiana entre as
estruturas variou entre 0.01 e 0.04 unidades, enquanto que a distancia euclidiana das estruturas
para o centro (espaco sem cor) variou entre 0.1 e 0.13 unidades (Fig 6C). Ja no quadrante de
cores para moscas, a distancia entre estruturas variou entre 0.004 e 0.014 unidades e a distancia
das estruturas para o centro variou entre 0.032 e 0.043 unidades (Fig. 6D). No hexagono de E.
geniculata, a distancia euclidiana entre a inflorescéncia e o centro foi de 0.16 unidades (Fig.
6E). J& no quadrante, essa distancia foi de 0.08 unidades (Fig. 6F). Sendo assim, em ambas
espécies, as abelhas e moscas conseguem distinguir visualmente as estruturas do plano de

fundo, porém ndo consegue distingui-las entre si.

Odor

Ambas espécies aparentemente ndo apresentaram qualquer estrutura de osmoforo.
Foram detectados ao todo 17 COV’s florais em Eleocharis mutata, dos quais nove (o éter n-
butilico, propanoato de n-butila, butil-2-butenoato, linalol, acetato de benzila, acetato de
isononila, a-terpineol, acetato 4-terc-butilciclohexila e acetato de geranila) compuseram quase
60% do total de compostos emitidos pela inflorescéncia da espécie (Tab. 4).

E. geniculata ndo apresentou qualquer composto organico volatil floral diferente dos

COVs encontrados na parte vegetativa.

DISCUSSAO

Biologia floral e sistemas de polinizacdo

Caracteristicas florais presentes em Eleocharis mutata e E. geniculata sdo consideradas
anemofilas, tais como grandes quantidades de flores pequenas organizadas em inflorescéncias
congestas, sendo esta a unidade funcional, com as estruturas reprodutivas expostas (Tab. 1 e 2),
estigma dividido (trifido em E. mutata e bifido em E. geniculata), auséncia de nectario e alta
razéo P/O (apenas em E. mutata) (Endress 1994; Friedman & Barrett 2008; Friedman & Barrett
2009b; Costa & Machado 2012; Rech et al. 2014). O desenvolvimento e a externalizagdo das
anteras sdo importantes para essas plantas, pois pode facilitar o transporte dos graos de polen
através do vento com mais facilidade, além disso, a exposi¢do do estigma plumoso facilita a
captura de graos de polen pelo vento ou através do contato com os visitantes florais (Costa &

Machado, 2012). Em espécies anemofilas, os graos de polen séo dispersos pelo vento para longe
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da sua origem, e a producdo destes grdos em grande quantidade aumenta as chances de que
entrem em contato com o estigma de outras flores, além de compensar a perda causada pela
gravidade (Cruden, 2000).

A protoginia verificada nas espécies também é considerada uma caracteristica de
espécies anemdfilas, uma vez que a transicdo de polinizacdo bidtica para abidtica € mais
frequente a partir de sistemas protoginicos do que de protandricos, aumentando as chances de
haver polinizacdo cruzada (Friedman & Barrett 2009a; Friedman & Barrett 2009b; Rech et al.
2014) (Fig. 2). Apesar da diferenca nas razdes P/O (alta P/O em E. mutata e baixa P/O em E.
geniculata) as duas foram consideradas xen6gamas facultativas, de acordo com os parametros
de Cruden (1977).

Em ambas as espécies a autopolinizacdo espontanea nao foi considerada efetiva, por
outro lado, o vento foi um vetor de polen eficiente em E. mutata. Porém, E. mutata apresenta
alta frequéncia de visitantes florais, que ao se descolarem entre as inflorescéncias, podem
contribuir indiretamente para o sucesso reprodutivo da planta através de uma polinizacéo pelo
vento induzida, semelhante ao observado por Schulze-Albuquerque et al. (2020) em Poaceae.

Entretanto, em E. geniculata o vento ndo foi um vetor de pdlen eficiente, sendo o
tratamento de polinizacao natural o que apresentou maior formacéo de frutos. Em E. geniculata
a razao P/O e viabilidade polinica foi considerada baixa para flores anemofilas. Por se tratar de
uma planta que permanece submersa durante a maré alta e conseguir conter goticulas de chuva
em suas inflorescéncias, a 4gua poderia diminuir a viabilidade polinica (cf. Fig. 1). Se por um
lado esta exposic¢éo pode causar uma desvantagem reprodutiva significativa para a planta (Mao
& Huang 2009; Lawson & Rands, 2019; Domingos-Melo et al. 2020), por outro pode ser
utilizada como seguranca reprodutiva em algumas plantas que utilizam a chuva para
autopolinizacao, quando os polinizadores sdo escassos (Fan et al. 2012; Fan et al. 2019; Lawson
& Rands 2019). Na ombrofilia (polinizagdo pela chuva) as gotas de chuva ao atingirem a antera
transportam o pdlen para o estigma da mesma flor (autopolinizacdo pela chuva) ou em flores
préximas (Faegri & Pijl 1979; Rech et al. 2014; Du & Wang 2014). Casos de ombrofilia foram
registrados recentemente em Orquideas como Cattleya gracilis (Pabst) Van den Berg (Fan et
al. 2019) e Liparis kumokiri (Suetsugu 2019), constatando que a chuva contribuiu
significativamente na formacdo de frutos. A agua influenciou nos resultados de polinizacao
natural em E. geniculata, desta forma sugerimos que ela pode estar atuando como vetor de

polen desta espécie, sendo este o primeiro indicativo deste tipo de polinizacéo para a familia.
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Salientamos que mais testes devem ser feitos futuramente para a confirmacgéo do papel da &gua

no transporte do pdlen das anteras para o estigma das flores.

Visitantes e atrativos florais

Todos os visitantes florais de Eleocharis mutata foram considerados pilhadores, uma
vez que foram observados apenas em flores masculinas, consumindo apenas pélen, com
excecdo da mosca Fanniidae, que também visita flores em fase feminina. Porém, mesmo sem
contactar os estigmas, esses visitantes tambem podem contribuir de forma indireta para a
reproducdo das plantas (Waser et al. 1996). J& foi descrito que insetos podem auxiliar
indiretamente na polinizacao pelo vento. Esse fendmeno foi denominado por Listabarth (1992)
como “polinizagdo pelo vento induzida por insetos”, 0S quais ao pousarem ou vibrarem em
flores, dispersam uma “nuvem de pdlen” pelo vento, que pode auxiliar direta ou indiretamente
no sucesso reprodutivo da planta. Esse evento ja foi registrado em algumas familias, incluindo
Poaceae, uma familia préxima a Cyperaceae (Guilherme & Ressel 2001; Huang et al. 2002;
Ruiz-Sanchez et al. 2017; Dorea et al. 2018; Schulze-Albuquerque et al. 2020). Guilherme e
Ressel (2001) registraram as abelhas Apis mellifera L. e Trigona spinipes (F.) nas flores de
Merostachys riedeliana Rupr. (Poaceae) com comportamento de pilhadores, porém o
movimento de vibracdo ao pousarem nas flores poderia auxiliar na dispersédo indireta do polen.

O registro de diversos insetos (Hymenoptera, Diptera e Coleoptera) como visitantes
florais em Cyperaceae também ja foi descrito, incluindo os géneros Eleocharis (Magalhdes et
al. 2005, Rhynchospora (Leppik 1955; Goetghebeur 1998; Ramos & Fonseca 2006; Costa &
Machado 2012, Costa et al. 2017, Costa et al. 2018; Villa-Machio et al 2020), Carex (Leppik
1955; Hesse 1980; Goetghebeur 1998), Cyperus (Goetghebeur 1998; Wragg & Johnson 2011),
Ascolepis, Bolboschoenus, Cymophyllus (Goetghebeur 1998), Mapania e Hypolytrum
(Lorougnon 1973). Yano et al. (2015) citaram alguns insetos como visitantes florais em Carex
continua incluindo uma mosca do género Fannia (Fanniidae). Fanniidae ¢ uma familia de
moscas que vivem em areas florestais e suas larvas sao saprdéfagas, sendo encontradas em todos
0s tipos de matéria organica em decomposicdo, especialmente em matéria vegetal em
decomposicéo, carnica e esterco, alguns se reproduzem em fungos e outros em ninhos e tocas
de passaros, mamiferos e insetos (de Carvalho et al. 2003; Dominguez & Point 2014).

E. mutata possui flores de coloracdo creme/esbranquicada e apresentou estruturas

florais distinguiveis do plano de fundo nos modelos de visdo de Hymenoptera e Diptera, porém
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as estruturas ndo sao visualmente distinguiveis entre si, demonstrando que tais insetos ndo sao
capazes de distinguir visualmente entre as fases florais femininas e masculinas (Fig. 6).
Estimulos visuais atrativos em Cyperaceae geralmente estdo relacionados a coloracdo branca e
amarelo de bracteas involucrais e/ou florais e anteras (Magalhées et al. 2005; Wragg & Johnson
2011; Costa & Machado 2012; Costa et al. 2017). Schulze-Albuquerque et al. (2020)
demonstraram em espécies de Poaceae que pistas visuais e olfativas estdo associadas na atracao
de insetos em flores anemofilas. Apesar de E. geniculata ndo apresentar visitantes florais, suas
flores s@o também perceptiveis nos modelos de visdo de Hymenoptera e Diptera (Fig. 6), porém
tais modelos ndo levam em consideragéo o tamanho das estruturas medidas. Para as flores serem
percebidas visualmente pelos polinizadores deve ser levado em consideracdo diversos fatores
como tamanho, forma e coloracdo da estrutura (Varassin & Amaral-Neto 2014). Entretanto,
devido ao diminuto tamanho da inflorescéncia de E. geniculata e ndo ter sido detectado
qualquer emissdo de odor, pode ser que estes sejam fatores que diminuam a atratividade desta
espécie para potenciais polinizadores bioticos.

O bugué floral de E. mutata apresentou compostos descritos em flores enganosas de
Orchidaceae, como Himantoglossum robertianum e Ophrys apifera (Gallego et al. 2012), e em
frutos em diferentes estagios de decomposicao, como macd, uva, péssego e banana (Stokl et al.
2010; Lee et al. 2016). Também foram encontrados compostos atrativos para Dipteros de
familias com comportamentos semelhantes a Fanniidae, como Drosophilidae, Muscidae e
Sarcophagidae (Pherobase 2021), além de feroménios da familia Tephritidae (Diptera) (El-
Sayed 2019). Magalhées et al. (2005) registraram para Eleocharis elegans a emissdo de
compostos organicos volateis florais emitidos por flores entomofilas em geral (sesquiterpenos,
alcanos e éster), assim como Wragg & Johnson (2011) registraram sesquiterpenos, alcanos e
éster em Cyperus obtusiflorus e C. sphaerocephalus.

O unico recurso floral que E. mutata oferece é o grdo de pdlen, porém quando as flores
se encontram em fase feminina, ndo ofertam qualquer recurso. O fato de os visitantes florais
ndo conseguirem distinguir visualmente as flores entre as fases femininas e masculinas,
juntamente ao buqué floral atrativo para Diptera faz com que esta espécie provavelmente possa
ter na fase feminina um tipo de atracdo e consequente polinizagdo por engodo. Neste tipo de
polinizacao, as flores simulam locais de oviposicéo, abrigo, alimento e parceiro sexual, porém
geralmente ndo oferecem qualquer recurso (Pinheiro 2014). Flores que simulam locais de
oviposicdo e abrigo geralmente sdo visitadas por insetos das ordens Coleoptera e Diptera

(Jersékova et al. 2009; Pinheiro 2014) e possuem coloragéo escura como vermelho ou vinho e
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odor semelhante a material organico em decomposicéo (Borba & Semir 2001; van der Niet et
al. 2011; Pinheiro 2014; Woodcock 2014). Entretanto, o odor é a principal fonte de atracdo
desses polinizadores (Jersakova et al. 2009).

Com isto, a partir deste estudo, pode-se sugerir a ocorréncia de duas diferentes
estratégias de polinizacdo inéditas em Cyperaceae. Uma delas € um caso de polinizagdo por
engano em uma espécie tradicionalmente considerada anemofila de Cyperaceae (Eleocharis
mutata), levando a uma ambofilia nesta espécie, na qual a relacdo com o inseto polinizador é
especializada e ndo generalista. Entretanto, embora sendo ambdfila, foi possivel constatar que
E. mutata possui maior formacéo de frutos através do vento. No caso de E. geniculata, o vento
ndo é um vetor de pdlen, sendo a agua um importante fator abiético que influencia na formacao
de frutos desta espécie nas situacbes de alagamento constantes, quando as flores se encontram

submersas e também durante a chuva.
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Lista de tabelas

Tabela 1. Medidas morfométricas referentes as estruturas florais nas fases feminina e masculina de Eleocharis mutata e E. geniculata.

Eleocharis mutata

Eleocharis geniculata
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FBO FFE FMA FFR FBO FFE FMA FFR
) 041+ 0.58 +
Tam. estilete  0.58 +0.19 2.29+0.61 a
0.10 0.18
) 0.76 £ 1.13 +
Tam. estigma  1.74 £ 0.29 3.45+0.51
0.13 0.26
Tam. estigma
2.25+0.99 0.6 +0.13
exposto
) ) 0.63 + 1.01 + 0.19 + 0.24 + 041+ 06+
Diam. ovario  0.29 +0.03 0.39+£0.04 Cc d
0.21 0.16 0.04 0.03 0.12 0.06
) 5.64 + 0.24 + 1.65 +
Tam. filete 0.39+0.08 0.64 +0.17 0.2+0.05 a c
0.81 0.04 0.34
217 + 0.63 + 0.74 + 0.75 +
Tam. antera 1.79+020 a 235+014 b
0.17 0.11 0.09 0.11

Unidades de medida em milimetros. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa entre as variaveis, enquanto letras diferentes indicam

diferenga significativa entre as variaveis. FBO: Fase de botdo em pré-antese; FFE: Fase feminina; FMA: Fase masculina; FFR: Fase fruto; Tam:

Tamanho; Diam: Diametro.



53

Tabela 2. Valores estatisticos referentes a cada teste estatistico (Shapiro-Wilk, Teste T e Wilcoxon) feito entre fases florais de cada estrutura floral

em Eleocharis mutata e E. geniculata.

Medida Fase floral Teste estatistico Teste estatistico
Shapiro-Wilk T. Test Wilcoxon Shapiro-Wilk T. Test Wilcoxon
W  Valor-P T Valor-P VvV Valor-P | W Valor-P T Valor-P VvV Valor-P
Eleocharis mutata Eleocharis geniculata
Tam. Estilete FBO vs. FFE 095 0.70 -7.28 0.00 0.87 0.10 -2.80 0.02
Tam.estigma FBO vs. FFE 093 042 -6.93 0.00 0.87 0.10 -3.46 0.01
FBO vs. FFE 096 0.78 -5.05 0.00 0.86 0.08 -2.26 0.05
FBO vs. FMA 0.83 0.03 0.00 0.00 |093 045 -5.07 0.00
FBO vs. FFR 092 038 -1420 0.00 089 015 -2051 0.00
Diam. ovério
FFE vs. FMA 092 0.36 -3.26 0.01 0.89 0.17 -5.41 0.00
FFE vs. FFR 098 0.95 -9.84  0.00 094 053 -16.83 0.00
FMA vs. FFR 0.89 0.18 -7.31 0.00 093 043 -6.23 0.00
FBO vs. FFE 095 0.64 -5.12 0.00 0.75  0.00 3.00 0.01
Tam. Filete FBO vs. FMA 0.82 0.03 000 000 |09 080 -11.04 0.00
FFE vs. FMA 0.89 0.17 -22.22  0.00 095 069 -11.09 0.00
FBO vs. FFE 098 0.94 -6.28 0.00 093 041 -3.26 0.01
Tam. antera FBO vs. FMA 091 0.27 -4.12 0.00 0.94 0.53 -2.26 0.05
FFE vs. FMA 096 0.81 2.18 0.06 093 049 -0.41 0.69
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Valores em negrito indicam que hé& diferenca significativa entre as variaveis. FBO: Fase de botdo em pré-antese; FFE: Fase feminina; FMA: Fase

masculina; FFR: Fase fruto; Tam: Tamanho; Diam: Diametro.

Tabela 3. Tratamentos de excluséo de vetores de polen em Eleocharis mutata e E. geniculata.

Tratamento de polinizagéo Flor (n) Fruto(n) SR (%) Valor-P
Eleocharis mutata
AE 2124 698 33 AE vs. PV:p=0.04
PV 808 434 53.7 AE vs. PN: p<0.01
PN 1162 689 59.3 PV vs. PN: p=0.82
Eleocharis geniculata Exposicdo a agua
Seco 294 90 31
AE AE vs. PV:p=0.38
Molhado 159 6 3.8
Seco 413 152 36.8
PV AE vs. PN: p<0.01
Molhado 128 11 8.6
Seco 772 525 68
PN PV vs. PN: p<0.01
Molhado 181 28 155

AE: Autopolinizacgdo espontanea. PV: Polinizacgéo pelo vento. PN: Polinizagdo natural. SR: Sucesso reprodutivo.

Tabela 4. Lista de compostos organicos volateis (COV’s) florais emitidos por Eleocharis mutata (Cyperaceae) e indicages da literatura da

ocorréncia e funcionalidade para alguns dos componentes. Para E. geniculata nao foram detectados COV’s florais.

Compostos

RI Eleocharis mutata Ocorréncia e Funcionalidade

Referéncias




Eter n-butilico
Propanoato de n-butila

Butil-2-butenoato
Dihidromircenol
Linalol*

Acetato de benzila*

Acetato de isononila
a-terpineol*

Acetato de linalil

a-Acetato de terpinila
4-terc-butilciclohexila acetato
Benzoato de butila

Acetato de geranila*
Benzoato de 2-metil butil

lonone<metil-gamma->

Desconhecido 1 (mz 41,57,73,89,103,129)
Desconhecido 2 (mz, 41,69,85,119,190,208)

887

913

1045
1073
1100

1165

1174
1191
1255
1350
1370
1374
1382
1437
1481
1358
1363

17.4 + 25.96

2.81 +3.98

4,72 +2.36
8.83 +1.88
176 £5.73

3.07+£1.68

2.89+0.72
3.79+1.45
1.63 +0.98
1.13+0.77
7.03 +4.50
1.44 +1.00
0.46 +£0.32
411+2.79
1.61+1.10
12.9+8.36
0.95+0.64

Orquideas enganosas
Orquideas enganosas e frutas
em decomposic¢éo

Frutas em decomposicao

Atrativo
Frutas em decomposicao e
atrativo
Frutas em decomposic¢ao
Atrativo

Atrativo

Feromonio
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Gallego et al. 2012
Gallego et al. 2012; Stokl et
al. 2010
Lee et al. 2016

Pherobase 2021
Stokl et al. 2010; Pherobase
2021
Stokl et al. 2010
Pherobase 2021

Pherobase 2021

El-Sayed 2019

RI: indice de retencdo. *: identificacdo de compostos com base em padrdes auténticos.
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Lista de figuras

Figura 1. Inflorescéncias de Eleocharis geniculata em individuos da RPPN Nossa Senhora do
Oiteiro, Maracaipe, PE. A: Inflorescéncias retendo gotas de chuva. B: Inflorescéncias

submersas durante a maré alta. Escalas: 10 mm.

Figura 2. Antese floral de Eleocharis mutata (A-G) e E. geniculata (H-K) em individuos da

RPPN Nossa Senhora do Oiteiro, Maracaipe, PE destacando as fases feminina, que dura dois
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dias, e a masculina, com duragdo de pelo menos cinco dias consecutivos. A e H: fase de boté&o,
B — C e I: fase feminina, D — F e J: fase masculina, G e K (base da inflorescéncia): fase de fruto.

Escalas: 5 mm.
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Figura 3. Boxplot do sucesso de sucesso reprodutivo de Eleocharis mutata em diferentes
tratamentos de polinizacdo em individuos da RPPN Nossa Senhora do Oiteiro, Maracaipe, PE
(A). boxplot do sucesso de sucesso reprodutivo de Eleocharis geniculata em diferentes

tratamentos de polinizacdo com e sem exposicao a agua (B).

Figura 4. Visitantes florais de Eleocharis mutata em individuos da RPPN Nossa Senhora do

Oiteiro, Maracaipe, PE. A: Mosca Fanniidae visitando flores em fase masculina. B: Mosca
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Fanniidae visitando flores em fase feminina. C: Acrididae sp. visitando flores em fase
masculina. D: Gryllidae sp. visitando flores em fase masculina. Setas apontam para o polen

localizado no corpo dos insetos. Escala: 10 mm.
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Figura 5. Frequéncia total de oito visitantes florais em Eleocharis mutata em individuos da
RPPN Nossa Senhora do Oiteiro, Maracaipe, PE.
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Figura 6. Espectrofotometria e modelos de viséo de cores em Eleocharis mutata (A, Ce E) e
E. geniculata (B, D e F). Curva de espectrofotometria (A e B); Modelo de visdo de cores de
abelhas (C e D) e em moscas (E e F). Anteras: pontos e linhas em amarelo. Bractea de flores
em fase masculina: pontos e linhas em vermelho. Estigma: pontos e linhas em azul. Bractea de
flores em fase feminina: pontos e linhas em verde. Inflorescéncias: pontos e linhas em roxo.

Escapos florais (plano de fundo): pontos e linhas em preto.
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5 CONCLUSOES

Nesta dissertacao analisamos quais s@o os vetores de polinizacdo envolvidos no sucesso
reprodutivo de Eleocharis mutata e E. geniculata. Ambas as espécies apresentam atributos
relacionados a polinizacdo pelo vento, como exposi¢do das estruturas reprodutivas, alta razéo
polen-6vulo e protoginia. Em E. mutata, de fato o vento foi o principal vetor no sucesso
reprodutivo, enquanto que em E. geniculata, foi possivelmente a 4gua, uma vez que houve
diminuicdo no sucesso reprodutivo quando a interacdo com a dgua foi excluida, sendo possivel
que este vetor tenha influéncia na reproducdo da espécie. Foram registrados oito visitantes
florais diferentes em E. mutata, sendo o principal uma mosca Fanniidae. Estes visitantes podem
estar associados a polinizacdo pelo vento induzida por insetos, visto que movimentam as
inflorescéncias ao se deslocarem de uma para a outra durante as visitas, possibilitando a
liberagdo do pdlen no ar. A coloragdo das estruturas reprodutivas e bracteas florais sdo visiveis
para o0s insetos, porém as estruturas ndo sdo distinguiveis entre si, sendo relacionados a atracéo
dos visitantes em E. mutata. Os COV’s florais emitidos por E. mutata sdo encontrados em frutos
em decomposicdo, bem como em flores enganosas de Orchidaceae e também sdo atrativos para
Diptera. Sendo assim, as flores em fase feminina, que ndo possuem recursos (p6len), podem
estar utilizando um sistema de engano, uma vez que as flores sdo visualmente iguais e
apresentam esse tipo de buqué floral. Com isto, a partir deste estudo, pode-se sugerir duas
estratégias reprodutivas inéditas em Cyperaceae, a polinizacdo por engano em E. mutata e a
possivel polinizacdo pela agua em E. geniculata, ampliando o conhecimento acerca dos
sistemas de polinizagdo em Cyperaceae e auxiliando na compreensdo da transi¢cdo entre

sistemas de polinizacao nesse grupo.
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