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Resumo

A zoofilia ou polinizagdo bidtica ¢ muito frequente e mostra associagdes mutualisticas
entre flores e insetos ou vertebrados. Os polinizadores mais frequentes sdo os insetos,
principalmente da ordem Hymenoptera e em especial as abelhas. As formigas sdo conhecidas
como predadoras, coletoras de néctar extrafloral e dispersoras de sementes. Entre elas apenas
os individuos reprodutivos sao alados e muitas espécies possuem a glandula metapleural que
produz um conjunto de substincias capaz de inviabilizar quimicamente os graos de pdlen.
Entretanto, algumas espécies que ndo possuem essa glandula podem atuar como polinizadoras
eficientes em plantas herbaceo-arbustivas, sobretudo de ambientes aridos. Nossos objetivos
foram investigar a biologia e a ecologia da polinizagdo de Microstachys serrulata (Mart. &
Zucc.) Miill Arg. (Euphorbiaceae), uma planta de pequeno porte comum no Cerrado do Brasil
central, com pequenas flores inconspicuas e sem odor, e ainda sem estudos quanto a sua
biologia reprodutiva. As plantas foram observadas na reserva ecologica do Clube de Caga e
Pesca Itorord de Uberlandia, em duas fitofisionomias: campo sujo e cerrado sensu stricto.
Encontramos cinco ordens de insetos visitantes florais e as formigas foram os principais
polinizadores. Apesar de outros insetos atuarem como polinizadores secundarios, a maior
abundancia e o comportamento das formigas, em especial da espécie Camponotus crassus, faz
com que elas isoladamente garantam uma geracao de frutos tdo efetiva quanto o grupo controle,
que recebeu visitagcdo natural realizada livremente pelos animais. Embora ocorra a producao de
frutos sem a necessidade de polinizagdao, esse nimero ¢ muito baixo se comparado com a
polinizagdo biotica. A relacdo pdlen-6vulo de Cruden (1977) indica que a espécie € autbgama
facultativa e a baixa frutificacdo na auséncia de polen e na autopolinizagdo espontdnea
encontrada no presente estudo, reforcam a necessidade de polinizacdo biotica. Nossos
resultados mostram que no sistema estudado as formigas foram os principais polinizadores e
diretamente responsaveis pela manutengdo da planta no ambiente. Dessa forma, sugerimos que
mais estudos sejam feitos em ambientes aridos como os encontrados no cerrado, pois a

quantidade de associagdes mutualisticas entre formigas e suas flores ainda ¢ subestimada.

Palavra-chave: Fenologia; Biologia Floral; Mirmecofilia; Brasil.



Abstract

Zoophily or biotic pollination is very frequent and presents specifics mutualistic
associations between flowers and insects or vertebrates. Insects are the most important
pollinators, mainly those of the order Hymenoptera and especially the bees. Ants are known as
predators, collectors of extrafloral nectar, seeds dispersers, only the reproductive ants are
winged, and many species have the metapleural gland that produce substances able to
chemically disturb pollen viability. Nevertheless, some ant species without this gland can act
as effective pollinators in shrubs and herbs of arid environments. Our objectives were to
investigate the pollination ecology of Microstachys serrulata (Mart. & Zucc.) Miill Arg.
(Euphorbiaceae), a common shrub in Brazilian savanna, with small, inconspicuous flowers,
odorless, and without studies about its reproductive biology. . Plants were observed in the
ecological reserve of Clube de Caga e Pesca Itororo6 de Uberlandia, in two
phytophysiognomies: ‘campo sujo’ and ‘cerrado sensu stricto’. We found five orders of insect
visiting the flowers and ants were the main pollinators. The biggest abundance of ants,
especially Camponotus crassus, ensured a fructification as effective as natural pollination,
which visitation carried out freely by the animals. Although a minor fructification can happen
after apomixis (in the absence of pollen) and eventual pollination by distinct insects, is not
enough to maintain the species in the environment. The pollen-ovule ratio observed and
compared with Cruden (1977) indicates that the species is facultatively autogamous and the low
fructification observed after apomixis and spontaneous self-pollination reinforces the need of
biotic pollination. The studied system presents ants as the main pollinators directly responsible
to maintain the plant population in the environment. Therefore, we suggest that more studies
need to be made in arid environments such as those found in Brazilian savanna, to better explore

the still underestimated mutualistic associations between ants and flowers.

Keywords: Phenology; Floral Biology; Brazil; Myrmecophily;



1. Introducao

A polinizagdo ¢ uma das relagdes mutualisticas mais importantes da natureza. Estima-
se que cerca de 75% das plantas cultivadas no mundo e 94% das plantas de comunidades
tropicais sejam polinizadas por animais (Klein et al. 2007; Ollerton ef al. 2011). A savana
brasileira ¢ conhecida como Cerrado e apresenta mais de 7.000 espécies de plantas, com cerca
de 40% de sua flora composta por espécies endémicas, além disso hé espécies ja descritas de
interesse comercial, medicinal e ornamental (Klink and Machado 2005). Aproximadamente
86% das espécies dependente de polinizagdo biodtica para frutificar (Silberbauer-Gottsberger
and Gottsberger, 1988), por isso a manuten¢ao dos polinizadores ¢ um fator essencial para a
composi¢ao floristica desse bioma (Deus and Oliveira 2016), que ja perdeu 46% de sua area
nativa (Strassburg et al. 2017). Considerando a rapida perda de areas naturais e a grande
quantidade de espécies endémicas, o Cerrado ¢ apontado como um dos hotspots para
conservagdo ambiental (Myers et al. 2000). A falta de polinizadores causa a queda na
frutificacdo, sobretudo das espécies com sistema de auto incompatibilidade atuante (Barros
2015). O Cerrado tem como principais polinizadores as abelhas (Martins and Batalha 2006),
mas além delas outros animais podem atuar na polinizagdo como: besouros, borboletas,

moscas, aves, morcegos e até mesmo as formigas (Gottsberger 2012; Torezan - Silingardi, 2012;

Del-Claro et al., 2019).

As formigas sdo um dos grupos mais abundantes de insetos da Terra (Wilson and
Holldobler 2005). Sua grande riqueza de espécies e abundancia de individuos foram
impulsionadas pelas interacdes com as plantas, confirmadas por registros fosseis desde o
Cretaceo (Rico-Gray and Oliveira 2007). A partir de entdo, as formigas se envolveram tanto

em relagdes antagonicas, como a herbivoria (Herz et al. 2007) e a repulsao dos polinizadores



(Assungdo et al. 2014), quanto em relagcdes mutualisticas, onde oferecem defesa em troca de
alimentacdo ou abrigo (Frederickson et al. 2005; Gonzalez-Teuber ef al. 2012; Del-Claro et al.
2016) ou podem dispersar sementes (Andersen 1988; Giladi 2006). Plantas podem utilizar os
nectarios extraflorais como fonte de atragdo para formigas, e assim ter uma menor visitagao
desses insetos nas flores (Wagner and Kay 2002). Em alguns casos, a interac¢do entre formigas
e flores pode ser antagdnica (Assunc¢do et al. 2014), mas em outros as formigas podem atuar até
mesmo como polinizadoras eficientes (Delnevo et al., 2020; Hickman, 1974a; Vega et al.,
2014), especialmente em espécies com flores pequenas e pouco atrativas para outros visitantes
florais (Ibarra-Isassi and Sendoya 2016; Del-Claro et al. 2019). Essas espécies apresentam um
sistema de baixa energia, com flores inconspicuas, plantas de pequeno porte com
inflorescéncias proximas ao solo, poucos 6vulos por ovario, baixa produgdo de pdlen e néctar,

sem cores chamativas e em ambientes secos ¢ aridos (Hickman 1974b), como as savanas.

Os trabalhos de polinizagdo em areas naturais sdo comumente focados em espécies
maiores e chamativas, uma vez que entender como funciona a polinizac¢ao de plantas pequenas
¢ mais desafiador. Plantas com poucos atrativos florais acabam por atrair menos insetos e tendo
uma guilda de polinizadores genéricos (Silberbauer-gottsberger and Gottsberger 1988), muitas
vezes raros e dificeis de serem observados, ou produzem frutos sem a necessidade de
polinizagdo como na apomixia (Goldenberg and Shepherd 1998) ou cleistogamia (Anderson
1980). Além disso, como ¢ o ovario quem produz compostos que induzem a atragdo e o
direcionamento do tubo polinico (Krichevsky et al. 2007), plantas com estruturas florais pouco
desenvolvidas podem estar sujeitas a alguns tipos raros de polinizagdo, como o
desenvolvimento do tubo polinico a partir da antera, passando pelo filete, até atingir o ovario

(Philbrick 1984).

A familia Euphorbiaceae apresenta mais de 340 géneros e 8.000 espécies no mundo e

ampla distribuigdo nacional (Secco et al. 2012), desde espécies com extrema importancia



comercial, como a mandioca (género Manihot) e a seringueira (género Hevea) (Schultes 1987),
até espécies inconspicuas e pouco estudadas (Pscheidt and Cordeiro 2012; Secco et al. 2012).
O género Microstachys tem cerca de 24 espécies de distribui¢do pantropical, com maior riqueza
de espécies na América do Sul, especialmente no Brasil com 15 espécies descritas, mas alguns
exemplares também podem ser encontrados na Africa, Asia e Oceania (Esser 1998, 2012;
Govaerts et al. 2000; Silva & Esser 2011; BFG 2015; Santos et al. 2018). O género
Microstachys € conhecido por 15 espécies, e no Cerrado apresenta espécies de hébito de vida
semi-arbustivo e presenca de glandulas nas folhas (Esser 2012; Sakugawa et al. 2019),
caracteristicas que podem ter estreitado sua relacdo com as formigas. Varias espécies possuem
estruturas florais reduzidas (Pscheidt and Cordeiro 2012), que se enquadram num sistema de
baixa energia e cujas inflorescéncias sdo comumente visitadas por formigas (Hickman 1974b).
Apesar disso, ndo encontramos estudos sobre a biologia reprodutiva e ecologia da polinizagdo
do género. A espécie Microstachys serrulata (Mart & Zucc.) Miill (Euphorbiacea) é um tipico
sub-arbusto de pequeno porte encontrado na Bolivia, Paraguai e Brasil (SiBBr, 2021) tanto em
areas sombreadas do cerrado sensu stricto, quanto em areas expostas ao sol no campo sujo

(Pscheidt and Cordeiro 2012).

Considerando essas informagdes, o objetivo geral do presente estudo foi investigar a
reproducdo de M. serrulata no Cerrado por meio da investigagdo da fenologia da espécie no
cerrado senso strictu € no campo sujo, da observagdo dos polinizadores e do estudo da ecologia
da polinizacdo e do sistema reprodutivo. A Tabela 1 apresenta cada objetivo especifico
detalhando suas hipdteses e premissas, a forma de abordagem e indica a figura que mostra seus

resultados.



Tabela 1: Objetivos especificos, hipdteses seguidas das suas premissas, forma de abordagem e tabelas e figuras relacionadas.

Objetivos especificos Hipoteses e premissas Abordagem Resultado
h1: A floragao ocorrera na estagdo chuvosa nas duas fitofisionomias, seguindo o padrdo de | Estatistica
Investigar a fenologia de
grande parte das plantas do Cerrado, em especial as herbaceas (Batalha and Mantovani circular e testes | Figura 3
Microstachys serrulata
2000; Batalha and Martins 2004). de Rayleigh
h2: A guilda de visitantes florais sera composta por insetos de pequeno porte de diversas
Coleta e h2: Figura 5.
) o ordens, como previsto para plantas pequenas com pouca produgdo de atrativos para ) )
Descobrir quem sdo os visitantes ) ) identificacdo
polinizadores (Silberbauer-Gottsberger and Gottsberger 1988).
florais e se eles sdo 0s mesmos dos visitantes; h3: Figura 5

no cerrado sensu stricto € no

h3: A composi¢ao dos visitantes florais ndo varia entre os dois ambientes, ja que devemos

encontrar uma guilda de visitantes ndo especializados nas duas fitofisionomias adjacentes.

campo sujo ) o ) ) . Teste Chi- h4: Figuras 5

h4: As formigas sdo os visitantes mais abundantes, pois a flor € discreta, com poucos

. Quadrado e 6.

atrativos e os ramos sdo rentes ao solo.

h5: A polinizagdo bidtica ou zoofilia é necessaria para a frutificagdo da espécie, ja que a
Observar se a polinizagao de inflorescéncia amarelo-esbranquigada contrasta com as folhas verdes e fica facilmente
Microstachys serrulata é visivel para insetos proximos (Martins ef al. 2021). Além disso, foram encontrados graos | GLM e Tukey Figura 8
dependente de animais ou nao de pdlen viaveis em observacgdes prévias no laboratorio, € a apomixia € descrita apenas em

poucas espécies da familia Euforbiaceae (Moog et al. 2002; Bressan et al. 2013).
Determinar se ocorre a h6: As formigas sao polinizadoras efetivas de M. serrulata, por se tratar de um sistema de .

GLM e Tukey Figuras 7 ¢ 8

polinizacdo por formigas

baixa energia (Hickman 1974b) e com muita visitacdo de formigas.




2. Materiais e Métodos

2.1 Area de Estudo

O estudo foi desenvolvido entre janeiro de 2017 a fevereiro de 2020, na reserva natural
do Clube Caga e Pesca Itoror6é de Uberlandia (CCPIU: 48°17°0; 18°58’S) de Uberlandia MG.
A reserva estd dentro do bioma Cerrado (Figura 1), com clima sazonal e duas estacdes bem
definidas: quente/chuvosa e fria/seca (Velasque and Del-Claro 2016). A reserva apresenta
quatro principais fitofisionomias, a vereda com variagcdes no padrdo de drenagem do solo, na
maior parte das vezes saturado, e que pode ser identificada pela presenga do buriti (Mauritia
flexuosa) entre uma densa vegetagdo herbacea (Araujo et al., 2002). O campo limpo seguido
pelo campo sujo ja na parte mais elevada do terreno onde a drenagem é mais efetiva (Tannus
and Assis 2004), e o cerrado sensu stricto que possui vegetacao savanica e € caracterizado por
um estrato arboreo-arbustivo com menor presenca de gramineas (Oliveira and Marquis, 2002;

Junior and Haridasan, 2005).



Figura 1. Area de estudo na reserva do Clube Caca e Pesca Itorord de Uberlandia, MG, Brasil.
A) Vista da vegetagdo do campo sujo com o cerrado ao fundo; B) Microstachys serrulata
(individuos destacados nos circulos) ocorrendo no campo sujo e C) no cerrado sensu stricto.

2.2 Espécie vegetal

Microstachys serrulata (Mart. & Zucc.) Miill. Arg (Euphorbiaceae) ¢ uma espécie de
pequeno porte (Figura 1B e 1C), com média de 70cm e apresenta ampla distribui¢do no Brasil
e em parte do Paraguai (Pscheidt and Cordeiro 2012). E uma planta monoica, com flores

monoclamideas apétalas , pequenas e inconspicuas (Webster 1994; Esser 2012), de cor pélido



amareladas, localizadas em inflorescéncias com uma flor feminina e vinte flores masculinas em
média (Figura 1D e 1E; Figura 6), os frutos sdo corniculados (Figura 6B) e as sementes possuem
elaiossoma (cartincula), uma estrutura agregada a semente que atrai formigas e facilita sua

dispersdo (Edwards et al. 2006; Suetsugu et al. 2017; Anjos et al. 2020).

2.3 Fenologia

Para acompanhar a fenologia foram realizadas observa¢des mensais durante a fase
vegetativa e quinzenais durante a fase reprodutiva. Os dados foram coletados de janeiro a
dezembro de 2017. A fim de descrever a fenologia nos dois ambientes distintos foram marcadas
30 plantas no campo sujo e 30 plantas no cerrado sensu stricto. As fenofases observadas
identificaram a presenca ou auséncia de: brotacdo foliar, folhas maduras, senescéncia foliar,
inflorescéncias (Figura 2) com botdes florais femininos, botdes florais masculinos, flores

femininas, flores masculinas e frutos.

Figura 2. Flores de Microstachys serrulata observadas no estereomicroscopio. Flor

estaminada (A), e flor pistilada mostrando os trés estiletes curvados e o ovario em corte (B).



2.4 Biologia Floral

Para avaliar a quantidade e a viabilidade polinica de M. serrulata, foram coletadas 10
anteras de 10 botdes florais estaminados em pré-antese, cada um de um individuo diferente. No
laboratorio cada antera foi aberta e seus graos de pdlen retirados com uma pinga de ponta fina,
depositados em lamina e cobertos com Carmin acético 3% para visualiza¢do do citoplasma. Foi
feita a contagem total dos grdos de 10 laminas, considerando vidveis apenas aqueles sem
anomalias e totalmente corados. Estimamos a média do numero total de graos de polen da flor
multiplicando o valor obtido pelo nlimero de anteras. Além disso, 10 flores femininas foram
coletadas cada uma em um individuo diferente para a contagem do nimero de 6vulos. Assim
calculamos o Indice de Cruden (1977), dividindo o niimero de grios de polen da flor masculina

pelo nimero de 6vulos da flor feminina.

2.5 Visitantes Florais

Foram observadas inflorescéncias em 20 individuos de M. serrulata, sendo 10 no campo
sujo e 10 no cerrado sensu stricto por periodos de 10 minutos cada (Nascimento and Del-Claro
2007; Ferreira and Torezan-Silingardi 2013). As observa¢des foram feitas duas vezes por
semana, sendo uma no cerrado sensu stricto € uma no campo sujo, durante as trés primeiras
semanas de dezembro de 2018 e 2019, desde as 08:00h até as 17:00h sempre em dias
ensolarados e sem chuva. Além disso, para verificar se algum polinizador especifico forrageava
no periodo noturno, foram feitas trés observacdes no periodo das 18:00h até 00:00h, realizadas
utilizando lanternas cobertas com papel celofane vermelho e apenas no cerrado sensu stricto.
Foram 126 horas de observacao ao todo, com 108 horas igualmente distribuidas nas duas areas

e 18 horas extras de observagdes noturnas.



Como a frequéncia de visitagdo era muito baixa, os visitantes que foram observados
durante os demais experimentos de polinizagdo também eram coletados para aumentar o
nimero amostral. Foram considerados visitantes florais qualquer animal que mantivesse
contato com as inflorescéncias, que eram coletados, montados e depois identificados no
laboratorio, no nivel de espécie ou género se fossem formigas e de Familia para os demais

Insetos.

2.6 Biologia Reprodutiva e o impacto das formigas na polinizagdo e frutifica¢do

Para manter a padronizacdo das amostras, evitar fatores de confusdo e uma questdo de
logistica, todos os experimentos de polinizacdo foram montados no campo sujo, de maneira a

manter uma composi¢do homogénea tanto dos visitantes como das condi¢cdes ambientais.

Para investigar a ocorréncia de apomixia, ou seja, producado de frutos sem a participacao

do poélen, foram usadas 100 plantas. No Teste de Apomixia 01, 40 plantas tiveram uma

inflorescéncia ensacada previamente na fase de botdo (total de inflorescéncias=40). Antes do
botdo floral feminino (pistilado) chegar na fase de pré-antese, as flores masculinas eram
cortadas, o botdo pistilado era re-ensacado e apés um més verificamos se as flores produziam
ou nao frutos. Para verificarmos se o corte das flores masculinas ndo poderia levar a morte da

flor feminina, propusemos o Teste de Apomixia 02, onde marcamos outros 60 individuos e uma

inflorescéncia de cada e os dividimos em trés grupos com 20 plantas cada: Controle, onde as
inflorescéncias eram deixadas livres; Corte livre, onde as flores femininas eram livremente
expostas aos visitantes, mas as flores masculinas eram cortadas; e Corte isolado, onde as flores

masculinas eram cortadas, e as flores femininas ensacadas e isoladas dos visitantes.

Embora extremamente rara, a fecundacdo dos gametas também pode ocorrer por

autopolinizacdo espontanea interna, quando o grao de polen ndo ¢ exposto livremente no
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ambiente para chegar até o estigma (Philbrick 1984). Nesse caso distinto o tubo polinico se
desenvolve ainda dentro da antera e penetra nos seus tecidos crescendo em dire¢ao ao filete, ao
ramo da inflorescéncia e finalmente chega até os tecidos da flor pistilada (Philbrick 1984). Essa
possibilidade poderd ser investigada em laboratorio através da histologia para visualizar os
tecidos da flor e o crescimento do tubo polinico assim que cessar o isolamento causado pela
pandemia do COVID-19. Para testarmos essa possibilidade no campo realizamos um
experimento para conferir se o pélen oriundo da propria inflorescéncia ou de inflorescéncias
adjacentes da mesma planta, seria capaz de fecundar o gameta feminino. Utilizamos 60 flores
femininas separadas em trés grupos (Figura 3). Grupo 1: a inflorescéncia inteira era deixada
intacta enquanto todas as outras inflorescéncias do ramo foram retiradas. Grupo 2: a flor
feminina intacta era deixada sozinha e as flores masculinas eram retiradas da inflorescéncia
focal, porém todas as inflorescéncias acima dela no ramo permaneciam intactas. Grupo 3: a flor
feminina da inflorescéncia mais alta do ramo permanecia intacta, mas todas as flores masculinas
eram retiradas e todas as inflorescéncias presentes na parte de baixo do ramo eram deixadas
intactas, e o ramo acima da flor focal era cortado para cessar seu crescimento e desenvolvimento
de novas inflorescéncias. No caso dos grupos 2 e 3, o nimero de inflorescéncias acima ou
abaixo, eram de pelo menos trés. Todos os ramos eram ensacados para evitar a possivel chegada
de graos de polen transportados por visitantes ou pelo vento e os resultados foram coletados
apd6s um meés. Se a polinizagdo ocorresse no Grupo 01 e 02, poderia sugerir o crescimento do
tubo polinico pelo tecido vegetativo ou simplesmente a queda do pélen das flores estaminadas
sobre a flor pistilada, a qual fica em uma posi¢do inferior no ramo da inflorescéncia mas se
ocorresse no grupo 03 ela indicaria o crescimento do tubo polinico nos tecidos vegetativos ou

a apomixia.
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Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03

Figura 3. Experimento para conferir a ocorréncia de Autopolinizagdo Espontanea
Interna entre flores da mesma inflorescéncia (Grupo 1), ou entre flores de inflorescéncias

adjacentes com a flor pistilada abaixo (B) ou acima (C) das flores estaminadas.

O impacto da visitagdo por formigas na polinizagdo foi avaliado a partir de flores
marcadas em 80 individuos de M. serrulata, que foram divididos em quatro grupos com 20
plantas cada. Grupo Controle: com os ramos deixados livres para visitagdo por insetos. Sem
Formigas: usamos a resina (Tanglefoot®) na base da planta para evitar a visitagio de formigas
e outros visitantes que chegassem na planta caminhando, inclusive com a retirada de pontes de
vegetacdo por onde formigas poderiam ter acesso a planta focal. Formiga: foi montada uma
estrutura de tecido Voal de poliester em volta de toda planta distante 2 cm do solo, de forma
que visitantes voadores ndo tivessem acesso a ela, apenas formigas ou outros visitantes que
viessem caminhando pelo solo. Autopolinizacio espontinea: um saco de tecido Voal de
poliester foi colocado em volta do ramo isolando-o, de forma que as flores ndo recebessem
nenhuma visitagdo. Cada planta teve dois ramos marcados para o mesmo grupo experimental,
e cerca de 30 dias apds as manipulacdes foram contabilizados quantos frutos cada planta
formou. Para avaliar se houve diferenca na quantidade de sementes entre os grupos, nds

coletamos 15 frutos de cada tratamento e contamos o numero de sementes.
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2.7 Analise de dados

Todas as analises estatisticas foram executadas no Programa R versdo 4.1.0. Para a
fenologia, nds analisamos se existia sazonalidade nas fenofases observadas utilizando
estatistica circular onde os meses sdo convertidos em angulos de 30° (Morellato et al. 2010).
Nos utilizamos os dados de presenga ou auséncia, para compor uma tabela com o niimero de
individuos com ocorréncia daquela fenofase, que foi utilizada para calcular: o Vetor Médio (que
representa o més em que o evento esta ocorrendo), o Comprimento do Vetor Médio e o teste de
Rayleigh, para testar a sazonalidade (Calixto et al. 2021). Os gréaficos foram feitos utilizando o

pacote PLOTRIX.

Para investigar se a composi¢do dos visitantes florais variava entre as duas
fitofisionomias (cerrado sensu stricto e campo sujo), os animais foram categorizados da
seguinte maneira: Formicidae (Hymenoptera), Outros hymenopteros, Alticini (Coleoptera),

Outros Coleopteros, Diptera e Hemiptera. Os resultados passaram pelo teste Chi-Quadrado.

Utilizando a mesma categorizagao anterior, fizemos um teste Chi-Quadrado para avaliar
se existe diferenca entre as categorias de visitantes e testes Chi-Quadrado a posteriori para
avaliar qual categoria diferenciava de qual. No caso de ndo haver diferenga dos visitantes entre
as fitofisionomias, os dados seriam agrupados e analisados como um sé conjunto de dados.
Separadamente, também foi utilizado um teste Chi-Quadrado para testar qual espécie de
formiga foi mais abundante. Para avaliar os resultados nos testes de poliniza¢do, primeiro
verificamos se existia diferenga entre o numero de frutos produzidas entre os tratamentos, para
1sso utilizamos um GLM com distribuicao Quasipoisson, pois nossos dados nao apresentavam
normalidade (Teste Shapiro, w = 0,854, p < 0,05). Como o ntimero de frutos variou entre os

grupos, nos testamos a diferenga entre o numero de frutos de cada tratamento, utilizando as
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flores utilizadas como covariavel. Aplicamos um GLM com distribui¢do Poisson, seguido de
um teste Tukey a posteriori, para verificar qual grupo era diferente de qual. A produgdo de
sementes entre os grupos de tratamento foi analisada utilizando um GLM com distribui¢ao

Poisson.

A diferenca entre os grupos dos testes de autopolinizagdo espontanea interna, assim
como dos testes de apomixia, foram avaliadas utilizando um teste de Chi-Quadrado. Para a

diferenca entre os pdlens Viaveis e Invidveis foi utilizado um Teste-T.

3. Resultados

3.1 Fenologia

Todas as fenofases analisadas apresentaram carater sazonal, confirmado pelos testes de
Rayleigh, com excecdo das folhas maduras no Cerrado sensu (Figura 4). A brotacao foliar
ocorreu tanto no cerrado quanto no campo sujo de forma sincronizada com a época chuvosa,
que tem inicio em meados de outubro, € permaneceu alta até junho quando a seca se intensifica
no Cerrado e a brotagdo diminui. As folhas maduras estao presentes o ano todo no cerrado sensu
stricto, enquanto no campo sujo as folhas maduras estdo presentes em onze meses do ano,
ausentes apenas em setembro e presentes em maior intensidade de janeiro a abril. As duas
populagdes t€ém um comportamento diferente quanto ao processo de senescéncia foliar, que €
intensa na populagdo do campo sujo de fevereiro a margo, onde a seguir os individuos de M.
serrulata perdem todas suas folhas e muitos secam e alguns individuos morrem e nao rebrotam
mais. No cerrado sensu stricto a senescéncia foliar ocorre por mais tempo, mas as plantas

mantem as folhas ao longo do ano todo.

A estacdo reprodutiva também segue o padrdo sazonal com a floragdo ocorrendo na

época chuvosa, embora com um atraso de mais ou menos um més na populagdo do campo sujo
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(Figura 3). O surgimento de botdes florais ocorre no fim de setembro com pico em dezembro
na populacdo do Cerrado, enquanto na populagdo do Campo Sujo ela ocorre no fim de outubro
com pico em janeiro. A abertura das flores se inicia em outubro com pico em janeiro no Cerrado,
e no Campo sujo hd um atraso de um més tanto no inicio quanto no pico de abertura das flores.
A frutificacdo também foi sazonal e sincronizada para as duas populacdes, com maior

intensidade em fevereiro e maior tempo de exposi¢do dos frutos no ambiente do cerrado.
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Figura 4. Fenologia de Microstachys serrulata no Campo Sujo e Cerrado sensu stricto, no

Clube de Caca e Pesca Itoror6 de Uberlandia, MG, em 2017.
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3.2 Biologia Floral

Microstachys serrulata apresenta flores unissexuadas, pequenas e palidas que
contrastam com a folhagem de fundo. As flores pistiladas tem trés estiletes curvos e trés 16culos
no ovario, cada léculo com apenas um 6vulo. As flores estaminadas nio tem pétalas, possuem
trés sépalas, trés estames (Webster 1994; Esser 2012) e uma média de 233,7 graos de pdlen por
flor. A viabilidade polinica ¢ de 77,1%, com diferenga significativa entre as quantidades de
graos de polen viaveis e inviaveis (t= 5,3178; df = 14,452; p< 0,05). O valor obtido (77,9) para
o indice de Cruden (1977) indica que M. serrulata apresenta razao pdlen/ovulo tipica de espécie
autdogama facultativa, ou seja, capaz de produzir frutos por autopolinizagdo, mas que também

aceita a polinizagdo cruzada.

3.3 Visitantes Florais

Nao houve uma variacao significativa entre a riqueza de espécies dos visitantes florais
do cerrado sensu stricto e do campo sujo (X*=4,8268, d.f=5, p=0,4371), isso indica que a guilda
de visitantes entre os dois ambientes ¢ homogénea. No entanto, a abundancia entre os grupos
de visitantes florais variou significativamente (X?=158,77, d.f=5, p<0,0001). Considerando
conjuntamente os dois ambientes, os Hymenoptera foram os mais abundantes, seguidos pelos
Coleoptera, Diptera ¢ Hemiptera. As formigas foram os visitantes mais abundantes, seguidas
dos besouros da tribo Alticini. Os demais visitantes formaram um grupo misto e pouco
abundante de pequenas vespas, mosquitos, outros besouros e hemipteros (Figuras 5 e 6), que

aparentemente utilizaram a planta como fonte de polen para a alimentagdo ou como poleiro.
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Figura 5. Abundancia absoluta dos visitantes florais de Microstachys serrulata, no Clube Caga
e Pescas Itoror6 de Uberlandia, considerando as duas areas conjuntamente. Letras diferentes

indicam diferenga estatistica entre os grupos.

Figura 6. Visitantes das inflorescéncias de Microstachys serrulata, Clube Caga e Pesca

Itoror6 de Uberlandia, Uberlandia, MG. A) Besouros da tribo Alticini copulando sobre as
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flores masculinas, a seta indica uma flor feminina. B) Camponotus crassus forrageando
sobre as flores masculinas da inflorescéncia, a seta superior indica uma flor feminina e a

seta inferior indica um fruto.

Camponotus crassus ¢ a espécie de formiga mais abundante tanto no campo sujo
(X?=51,44, d.f=6, p<0,0001), quanto no cerrado sensu stricto (X*=221,7, d.f=12, p<0,0001),
onde representaram respectivamente 64% e 67% das formigas coletadas (Figura 7). Graos de
poélen foram observados sobre o corpo de C. crassus (Figura 8), besouros € vespas. A

visualizacdo dos grios somente foi possivel apos a preparagdo dos insetos e visualizagdo no

estereomicroscopio.
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Figura 7. Abundancia relativa das formigas coletadas no ambiente de Cerrado sentido restrito

e Campo sujo, considerando a espécie Camponotus crassus € as outras formigas.
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Figura 8. Polen de Microstachys serrulata aderido no corpo da formiga Camponotus crassus,
em Uberlandia, MG. As setas indicam os graos de polen. A) Graos de pdlen na cabeca,

mesossoma e gaster, B) e C) polen aderido a mandibula.

Poucos insetos estiveram presentes nas flores a noite, compreendendo apenas as mesmas
formigas e besouros componentes da guilda de insetos coletados ao longo do dia, mas com um

padrdo de atividade aparentemente mais baixo.
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Os visitantes florais de M. serrulata ndao mostraram um padrdo de comportamento
especifico em relacdo as flores como a coleta ativa de recurso (Gottsberger 1999; Palmieri and
Pereira 2018). Observamos apenas um padrdo de forrageamento aleatorio, com o inseto
caminhando ao longo da planta e ocasionalmente passando sobre as inflorescéncias. Os
comportamentos mais notaveis sao o de forrageamento das formigas, especialmente nas
glandulas foliares da face abaxial e nas inflorescéncias, e o de copula dos besouros da tribo
Alticini (Figura 6), que as vezes ficavam sobre as inflorescéncias e possivelmente se

alimentavam de polen, embora também tenham sido observados em outras partes da planta.

3.4 Biologia Reprodutiva e o impacto das formigas na polinizagdo e frutifica¢do

As flores de M. serrulata apresentaram maior frutificagdo apos a visitagdo por insetos.
Os grupos Controle e Formigas apresentaram as maiores producdes de frutos e sem diferenca
estatistica entre si, seguidos pelo grupo Sem Formigas e Autopolinizacao espontanea. No
entanto, nao houve diferenca estatistica na produgao de sementes por fruto entre os tratamentos.
A exclusdo das formigas, assim como dos visitantes alados, produziu menos frutos que o grupo
controle. Todos os grupos foram diferentes significativamente das plantas autopolinizadas
espontaneamente. Assim, nossos resultados indicam que M. serrulata depende de polinizagao
biotica para obter uma boa frutificagdo e que as formigas sdo polinizadoras efetivas, validando
nossas hipoteses h5 e h6. A produgdo de frutos no Teste de Apomixia 01 foi de 7,9%, com
apenas trés frutos produzidos a partir de 38 flores, um valor muito pequeno incapaz de garantir

a manutencao da espécie na area.
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O Teste de Apomixia 02 (Figura 9) comprovou que o corte das flores masculinas ndo
inviabiliza a flor feminina, pois os individuos que tiveram as flores masculinas da inflorescéncia
cortada e ficaram expostos a visitantes (grupo Corte livre) produziram frutos normalmente se
comparados com o grupo Controle. O grupo Corte Isolado por outro lado, apresentou uma
diferenca significativa tanto quanto comparado com o grupo Corte livre, como com o grupo
Controle .Os testes para avaliar se a autopolinizagdo espontanea ocorreu internamente com o0s
tecidos vegetativos, servindo para a passagem do tubo polinico oriundo da propria
inflorescéncia ou de inflorescéncias adjacentes, ndo mostraram diferenca significativa, por

causa da baixa producdo de frutos (X?= 1,745, df=2, p= 0,4178).
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Figura 9. Comparacao entre o nimero de frutos produzidos (barras claras) ou ndo (barras

escuras) entre os tratamentos Controle (inflorescéncias livres); Corte isolado (inflorescéncias
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ensacadas com uma flor feminina e as flores masculinas ) e Corte livre (flores femininas

livres e flores masculinas cortadas). Letras apresentam a diferenca entre os grupos.

4. Discussao

Nossas seis hipoteses foram confirmadas pelos resultados. Microstachys serrulata teve
floracdo anual na época imida (h1) tanto na area de cerrado sensu stricto quanto no campo sujo;
(h2) os visitantes florais foram pequenos insetos de varias ordens e (h3) com a mesma
composicao de visitantes florais nas duas fitofisionomias; (h4) as formigas foram os visitantes
mais abundantes nas inflorescéncias; (h5) o transporte polinico bidtico foi fundamental para a
boa frutificagdo da espécie no ambiente estudado e (h6) as formigas atuaram como

polinizadoras.

Microstachys serrulata segue o padrao sazonal do Cerrado, com floradas ocorrendo na
época das chuvas (de outubro a fevereiro) e uma forte perda de folhas na época da seca, onde
alguns individuos morrem e ndo rebrotam. A diferenca mais notavel entre as populagdes, é que
no cerrado sensu strictu as plantas conservam suas folhas ao longo do ano, enquanto no campo
sujo elas perdem sua folhagem e seus ramos secam durante o inverno frio e seco no meio do
ano. Isso provavelmente se deve a baixa umidade, a alta incidéncia de luz solar direta sobre as
plantas e ao solo mais arenoso que ret€ém menor quantidade de agua, caracteristicas que sao
muito mais intensas no campo sujo. Contrariamente, as plantas do cerrado sensu stricto
permanecem parcialmente sombreadas ao longo do ano, o que permite a manuten¢do da
umidade no solo e na planta, assim elas conseguem conservar sua folhagem. Isso explica
também a diferenca na antecedéncia da floragdo das plantas do cerrado, uma vez que os
individuos do campo sujo precisam primeiramente rebrotar com as primeiras chuvas para

fabricar com a fotossintese os aclicares necessarios para compor a reserva energética, que sera
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utilizada na floragdo e frutificacdo. Embora essas diferengas possam sugerir um tipo de

plasticidade fenotipica, estudos especificos precisam ser realizados para se testar essa hipdtese.

Microstachys serrulata apresentou flores pequenas, generalistas e com pélen facilmente
acessivel, distribuidas em subarbustos presentes no campo sujo e no cerrado sensu stricto,
fitofisionomias adjacentes e sem uma barreira fisica entre elas, o que facilitou a presenca de
uma guilda homogénea de visitantes florais na nossa amostragem. A presenca de polen
facilmente acessivel permite que muitos insetos que visitem as flores se tornem polinizadores
em potencial. No Cerrado, flores diurnas, pequenas e generalistas sdo conhecidas por nao
apresentar uma relagdo especifica com os visitantes florais, compostos basicamente por insetos
de pequeno porte (até Smm) e ndo especializados (himenopteros, coledpteros, thrips e moscas),
nas quais os visitantes florais sdo raramente observados e o néctar ¢ dificil de constatar e
mensurar (Bawa et al. 1985; Oliveira and Gibbs 2000). As pequenas flores de M. serrulata
foram visitadas por insetos pequenos, o que caracteriza uma amostragem de visitantes
generalista como proposta por Bawa et al., (1985). Além disso, embora as flores de M. serrulata
apresentem flores de coloragdo palida, ¢ importante ressaltar que as flores possuem um tom
contrastante com o resto da planta, caracteristica importante para a atracao de polinizadores

(Martins et al. 2021).

Microstachys serrulata teve sua polinizagdo dependente principalmente das formigas,
que foram os visitantes mais abundantes, carregaram graos de polen ao longo do corpo e
contribuiram de forma importante para a produgdo de frutos. Apesar dos insetos alados terem
sido responsaveis por alguma parte menor da producao de frutos. As formigas estdo entre os
artrépodes mais abundantes no Cerrado (Rico-Gray and Oliveira 2007), onde estdao envolvidas
nas mais diversas interagdes ecologicas (Del-claro ef al. 2013) incluindo a polinizacao (Del-
Claro et al. 2019). A importancia das formigas para a reproducao de M. serrulata ficou evidente

no experimento realizado aqui, pois os grupos com livre visitacao das flores e com visitacao
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exclusiva de formigas tiveram as maiores quantidades de frutos produzidos, com quantidades
estatisticamente similares. A exclusdo das formigas nas flores gerou um nimero
significativamente menor de frutos quando comparado com o grupo controle, ou seja, insetos
alados nao apresentaram a mesma eficacia como polinizadores que as formigas. A frutificagao
na presenca das formigas foi maior que na auséncia das formigas, porém sem diferenca
estatistica no nosso experimento, indicando que outros insetos também tem a capacidade de
polinizar a M. serrulata. O comportamento de visita¢do floral ndo especializado, a simplicidade
das flores e o acesso facil ao recurso sugerem que qualquer inseto que visite as flores de M.
serrulata pode vir a atuar como polinizador. Isso foi evidenciado pelo presente estudo, no
entanto as formigas foram os vetores polinicos mais eficientes para M. serrulata gragas a sua
grande abundancia e constancia nas flores. Outros trabalhos mostram que plantas polinizadas
principalmente por formigas também podem ser polinizadas de forma menos eficiente por
outros insetos de pequeno porte, sendo que nestes estudos a efetividade da polinizagdo das
formigas esta relacionada a sua maior abundancia nas flores (Goémez et al. 1996), justamente o
mesmo padrdo encontrado na espécie estudada. Os coledpteros observados caminhando e
copulando sobre as flores também podem ter sido responsdveis por alguns eventos de
polinizagdo, mas por sua presenca menos constante eles podem ter atuado apenas como

polinizadores eventuais.

O visitante mais comum encontrado nas flores de M. serrulata foi a formiga
Camponotus crassus, uma espécie muito abundante no Cerrado que forrageia ativamente no
solo e na vegetacgdo, ¢ ativa ao longo do dia (Lange et al. 2019) e apresenta comportamento
agressivo principalmente na presenca de nectarios extraflorais (NEFs) (Anjos et al. 2016),
quando tende a ser a espécie forrageadora dominante. Apesar de ndo ter sido possivel

avaliarmos se hé producao significativa de néctar extrafloral em M. serrulata, as glandulas
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foliares podem ser o principal chamativo para as formigas, e sua abundancia em relagdo aos

outros visitantes pode estar relacionada com sua agressividade.

Algumas caracteristicas das formigas podem torna-las ineficazes como polinizadoras.
Por exemplo, a Hipdtese Antibiotica prevé que as formigas ndo sao boas polinizadoras pelo fato
de muitas delas secretarem substancias antibidticas que diminuem a viabilidade do pélen e de
esporos de fungos que poderiam contaminar as camaras do formigueiro (Beattie et al. 1984).
No entanto, a principal espécie visitante (Camponotus crassus) ndo possui a glandula
metapleural responsavel pela producdo dessas substancias de defesa (Goémez et al. 1996;
Andrew J Beattie 2006; Del-Claro et al. 2019), fazendo dela um potencial polinizador como ja

foi demonstrado por Del-Claro et al. (2019).

Apesar de ser capaz de produzir frutos possivelmente apomiticos e a partir de
autopolinizacdo espontanea em pequena quantidade, M. serrulata tem maior sucesso
reprodutivo na presenga de visitantes florais, mostrando que a polinizagdo bidtica € essencial
para a boa formagao de frutos e sementes permitindo a manutencao da espécie no ambiente. A
baixa quantidade de frutos produzidos nos experimentos de apomixia também poderia ser o
resultado de uma polinizagdo acidental no experimento pois ndo se sabe da ocorréncia de
apomixia no género Microstachys, porém, isso ja foi descrito em outras euforbiaceas (Moog et
al. 2002; Bressan et al. 2013). Testes posteriores para aumentar o nimero amostral na espécie
M. serrulata podem vir a resolver essa duvida. Espécies obrigatoriamente apomiticas
comumente apresentam baixa viabilidade polinica, como ¢ o caso da Miconia albicans, uma
espécie comum no cerrado que ndo apresenta graos de polen vidveis (Caetano et al. 2013).
Microstachys serrulata apresenta a maioria dos graos de polen viadveis e a relagdo polen/6vulo
obtida (233,7/3 =77,9) caracteriza a espécie como autdgama facultativa de acordo com Cruden
(1977), justificando a pequena formacao de frutos na auséncia de polinizadores. Mais estudos

precisam ser realizados para entender a origem desses frutos, se podem ser oriundos de graos
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de polen germinando dentro das flores masculinas e langando o tubo polinico pelo tecido
vegetativo (Philbrick 1984), nada se conhece sobre isso na familia. Também consideramos uma
outra hipdtese, j4 foi mostrado que aves oportunistas visitando plantas entomofilas podem
aumentar o sucesso reprodutivo vegetal (Hervias-Parejo and Traveset 2018) e as formigas
podem estar fazendo o mesmo em outras espécies mesmo que de forma eventual. Assim, €
possivel que as formigas estejam na verdade promovendo a autopolinizacdo em M. serrulata e
gerando populagdes com baixa variedade genética (Peakall and Beattie 1991) ao caminhar pelas

inflorescéncias, enquanto promovem taxas menores de polinizagdo cruzada.

Aqui nds descrevemos como a polinizagdo por formigas ocorre em M. serrulata, um
tipo de polinizagdo raro (Dutton and Frederickson 2012) mas ja descrito em diversas partes do
mundo (Garcia et al. 1995; Vega et al. 2009; Kuriakose et al. 2018; Del-Claro et al. 2019).
Mostramos que a poliniza¢dao por formigas nesse caso ocorre num sistema simplificado onde
as estruturas florais sdo inconspicuas e producdo de atrativos para os visitantes ¢ baixa (Beattie
2006), e onde autocompatibilidade e uma guilda generalista de visitantes estdo envolvidos. O
fato do Cerrado apresentar clima seco, uma alta diversidade de formigas e ter muitas plantas
herbaceo-arbustivas com baixa especializacdo floral, pode fazer desse ambiente um lugar
propicio para a polinizacdo por formigas, com outras interagcdes de mirmecofilia esperando para

serem descobertas.
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