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Resumo

CHAGAS, Juliana de Souza. Analise e identificacao de graos de polen coletados
em mariposas (Lepidoptera: Sphingidae) para aplicacao em interacoes planta-
polinizador. 2018. 37f. Trabalho de Conclusédo de Curso. Curso de Ciéncias
Biologicas — Bacharelado, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2018.

A maioria dos estudos que descrevem redes de interagdes polinizador-planta é
baseada em observacdes focais (amostragem fitocéntrica). A analise e identificacao
dos graos de polens depositados no corpo dos polinizadores (amostragem
zoocéntrica) podem, porém, contribuir para a identificagdo de interacbes planta-
polinizador e a descricdo destas redes. As plantas polinizadas pelas mariposas da
familia Sphingidae possuem caracteristicas especificas, tais como antese floral
noturna, coloracdo branca ou clara, corola profunda e forte odor, constituindo a
sindrome de esfingofilia. Desta forma este estudo teve como objetivo identificar
graos de pélens encontrados em esfingideos, visando complementar uma rede de
interag6es planta—esfingideo previamente montada a partir de observacgdes focais. O
estudo foi realizado no Horto Botanico Irmao Teodoro Luis e na estrada e entorno no
Campus Capéo do Ledo da Universidade Federal de Pelotas. Neste trabalho foram
montadas 77 laminas com os graos de pdlens retirados da probdscide e corpo das
mariposas, e das flores esfigéfilas observadas em campo. Foram analisadas 43
laminas de graos de pélen das mariposas coletadas, resultando em 10 morfotipos de
pélen ndo observados na amostragem fitocéntrica. Além destes, também foram
encontrados graos de polen de quatro espécies de flores esfingofilas observadas na
amostragem fitocéntrica, sendo que a espécie Brugmansia suaveolens nao obteve
visitacao de esfingideos. Por outro lado, Ipomoea alba que interagiu com esfingideos
durantea amostragem fitocéntrica, nao teve interacdes detectadas usando a
amostragem zoocéntrica. Pélen foi detectado em sete espécies de esfingideos das
17 coletadas. Dos 236 individuos coletados, 40% sao da espécie Aellopos tantallus,
contudo apenas um individuo apresentou graos de polen aderidos ao corpo. Os
resultados demonstraram que amostragem zoocéntrica € util ndo apenas para
confirmar interacdes com espécies esfingdfilas detectadas via amostragem
fitocéntrica, mas também para detectar interacbes adicionais ndo observadas por
amostragem fitocéntrica o que leva, portanto, a complementacdo da rede de
interacoes.

Palavras-chave: acetélise; comunidades; interacdes planta-polinizador; palinoteca;
polinizacédo; Rio Grande do Sul; esfingofilia



Abstract

CHAGAS, Juliana de Souza. Analysis and identification of pollen grains
collected in moths (Lepidoptera: Sphingidae) for interaction plant-pollinator
application.2018. 37p. Bachelor thesis, Instituto de Biologia - Graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas — Bacharelado, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Most studies describing pollinator-plant interaction networks are based on focal
observations (phytocentric sampling). The analysis and identification of pollen grains
deposited in the body of pollinators (zootocentric sampling) may, however, contribute
to the identification of plant-pollinator interactions and the description of interaction
networks. Plants pollinated by the hawkmoths (Sphingidae) have specific
characteristics, such as nocturnal floral anthesis, white or light coloration, long
corolla, and strong odor, matching the so called sphingophily syndrome. This study
aimed to identify pollen grains found in hawkmoths, aiming to complement a plant-
hawkmoths interaction network previously assembled from focal observations. Data
collection was carried out at the Horto Botanico Irméao Teodoro Luis and on the road
and surroundings of the Capao do Leao Campus of the Federal University of Pelotas.
In this work, 77 slides were assembled with the pollen grains removed from proboscis
and body of the moths, and from the sphingophilous flowers observed in the field. A
total of 43 pollen grains of the collected moths were analyzed, resulting in 10 pollen
morphotypes not observed in the phytocentric sampling. In addition, pollen grains of
four species of sphingophilous plants observed in the phytocentric sampling were
found in hawkmoths bodies. We also found pollen of Brugmansia suaveolens, which
was observed but had no visitation by hawkmoths recorded. On the other hand,
Ipomoea alba that interacted with hawkmoths during phytocentric sampling, had no
interactions detected using zoocentric sampling. Seven out of 17 hawkmoth species
had pollen in their bodies. Of the 236 individuals collected, 40% were Aellopos
tantallus, yet only one individual had pollen grains adhered to the body. Our results
show that zoocentric sampling is not only useful to confirm interactions with
sphingophilous species detected through phytocentric sampling, but also to detecting
additional interactions not observed by phytocentric sampling, which leads, therefore,
to a more complete description of the plant-hawkmoth network.

Key-words: acetolysis; communities; palinoteca; plant-pollinator interactions;
pollination; Rio Grande do Sul; sphingophily
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1 Introducao

A polinizacao € uma das interacées ecoldgicas mais importantes em nivel
de comunidade. Ela ndo s6 conecta mais de um milhdo de organismos, mas também
permite a reproducdo das angiospermas e a sobrevivéncia de grande parte dos
insetos. Atualmente, muita atencao tem sido dada nas relagdes mutualisticas planta-
polinizador através do uso de redes de interagdes que fornecem um panorama mais
amplo sobre a estruturagdo das interagdes nas comunidades (RECH et al., 2014).
Esta abordagem é valiosa para compreender estas relagbes mutualisticas, mas
acaba por ndo englobar todas as possiveis plantas visitadas pelos polinizadores. Isto
ocorre, pois a amostragem de interacbes apresenta 0s mesmos problemas,
potenciais vieses, restricobes de amostragem e inventarios, que uma estimativa
grande do numero de interacdes dentro das redes requer um esforco amostral maior
e adequado (JORDANO, 2016). No entanto, ainda nao encontramos uma
amostragem explicita em interagdes ecologicas.

Desta forma, as relagdes mutualisticas planta-polinizador com o uso das
redes de interacées pode ser estudado sob duas perspectivas: fitocéntrica, que
identifica parametros de interagbes planta-polinizador, registrando através de
observacdes focais; e a perspectiva zoocéntrica, que € identificacao de interacdes
com base nos polinizadores, por exemplo, coletando o pdélen do corpo dos animais
(FREITAS et al. 2014). Ambas as perspectivas apresentam vantagens e limitagoes,
nas quais a amostragem fitocéntrica pode apresentar erros ao nao identificar
polinizadores e visitantes existentes em plantas raras. Por outro lado, a amostragem
zoocéntrica identifica os grédos de pdlen aderidos as mariposas, que
necessariamente ndo asseguram que o inseto tenha visitado ou polinizado aquela

flor identificada, além de abranger uma escala espacial desconhecida. Desta forma,
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utilizando as duas perspectivas para o estudo de interacbes poderia ser obtida uma
descricao mais acurada destas na comunidade (FREITAS et al., 2014).

A ordem Lepidoptera pode ser dividida em borboletas e mariposas, que
possuem estagios larvais de habito fitdfago, enquanto os adultos de diversas
espécies sao polinizadores, antofilos que se alimentam de néctar e graos de pdlen.
Estes apresentam 90% das espécies na divisdo Ditrysia (KRISTENSEN, 1998). As
mariposas podem ser divididas, pelo seu comportamento, em dois grupos: um deles
inclui a familia Sphingidae em que as mariposas pairam em frente as flores ao
consumir 0 néctar, e o outro representa o restante das mariposas que visitam as
flores pousando nas mesmas (OLIVEIRA et al., 2014).

Mariposas da familia Sphingidae constituem um grupo taxonémico bastante
diverso (ca. de 1200 spp.) com ampla distribuicdo mundial (DE AVILA et al., 2010),
sendo registradas 186 espécies para o Brasil. Sdo organismos fundamentais na
polinizacdo, prestando servigos ambientais importantes e oferecendo subsidios para
estudos ecolégicos (MATOS et al., 2012). Por possuirem grande capacidade de voo
e probdscide frequentemente longa, possibilitam a polinizacdo de flores
especializadas, incluindo aquelas com longas corolas que limitam o acesso de
outros animais aos recursos florais. Plantas polinizadas por esfingideos,
normalmente apresentam antese floral noturna, coloragdo branca, corola profunda,
base larga, e forte odor indicando grande quantidade de néctar, sendo classificadas
como flores esfingdfilas (FAEGRI & VANDER PIJL, 1966). Segundo BARONIO et al.
(2016) grupos de plantas que compartilham os mesmos grupos de polinizadores tém
um conjunto de caracteristicas florais convergentes, permitindo a previsdo dos
polinizadores a partir destas. Essa previsibilidade seria dada devido as adaptacdes
da planta em relacdo aos visitantes e das preferéncias do visitante em relacao aos
atributos florais.

Estudos palinoldgicos contribuem na caracterizacdo de graos de pdélen de
diferentes espécies visitadas por cada animal. Sendo morfologicamente distintos
entre as espécies de plantas, essas diferencas tém relagdo com a sua forma de
dispersao, com estruturas que favorecam a fixagdo em animais ou a sua dispersao
pelo vento ou agua (ERDTMAN 1966; PHILBRICK E LES, 1996; CULLEY et al.,
2002). Estudos sobre os graos de pélen baseiam-se nas caracteristicas morfolégicas
(tamanho, forma, aberturas e ornamentacdo) e na comparacdo destas
caracteristicas com outros graos (JUNIOR et al., 2006). Desta forma, um dos mais
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importantes atributos que tornam os graos de podlen adequados para estudos
taxonémicos e sistematicos esta no fato de variarem em sua forma. Além disso, essa
variacdo é herdavel e mostra altos niveis de consisténcia dentro de um taxon,
embora diferentes formas possam ser encontradas em uma mesma espécie
(BLACKMORE, 2007).

Chupil (2013) apresentou o uso de graos de pdlen na identificacdo de plantas
para examinar a particdo de nicho alimentar entre beija-flores no sul do Brasil
através da descricao de variaveis dos graos de polen coletados de 84 espécies de
plantas. Para identificagdo foram usados dados de referéncia da literatura e
elaboracdo de bancos de referéncia com as espécies focais do estudo, através da
comparacao de fotos, desenhos e descricoes morfolégicas. Para a analise dos graos
Chupil (2013) isolou os graos com diferenciagdes morfolégicas Unicas, € as demais
foram reunidas por sua similaridade morfolégica, aplicando posterior anadlise
discriminante. Das 84 espécies de plantas identificadas, foram obtidos um diferencial
total em 45 espécies. Seus graos de polen foram medidos e classificados segundo
sete grupos de caracteristicas morfolégicas. Em relacéo a similaridade dos graos de
pbélen, em 23 espécies a discriminacdao foi de 100%. Este grupo junto com as
espécies identificadas visualmente compde mais de 54% do total das plantas
coletadas. Vinte espécies apresentaram 80 — 99% de discriminacdo, as 19 espécies
restantes apresentaram uma discriminagdo < 80%, indicando uma diferenciagao de
graos de pdlen com alta confiabilidade de identificagdo. Foi observado também que
a utilizacao deste método mostrou-se eficaz nas espécies analisadas, desta forma
foi aplicado 0 mesmo método ao pdlen coletado de 1431 beija-flores capturados. A
presenca de poélen nos beija-flores foi baixa, sugerindo que estas aves podem nao
ser tdo eficientes como polinizadores ou que algum fator comportamental, como a
visita preferencial em bebedouros artificiais (onde ndo ha pdlen), pode estar
interferindo neste resultado.

Fang; Huang (2014) efetuaram uma analise de rede direcionada de
transferéncia de pélen em uma comunidade de insetos polinizadores analisando a
deposicao de pélen de estigmas de 57 espécies de plantas. O objetivo foi construir
uma personificacdo das interagdes planta-planta em uma cadeia de montanhas no
sudoeste da China. Foram registrados 3609 graos de pdlen heteroespecificos que
representaram 410 links entre 69 espécies de graos identificados, além de 184 graos
de pdélen nao identificados. Desta forma, cada espécie de planta recebeu 7,2
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espécies de poélen e doou para 5,5 outras espécies. Isto esta relacionado com a
posicdo do estigma, sendo que plantas com morfologias similares que partilham
polinizadores tém maior potencial para competicao por interferéncia, como sugerido
em outros estudos (BERGAMO et al., 2018).

Alarcén (2010) estudou a congruéncia entre redes de visitagdes e as redes de
transporte de pélen em uma comunidade de polinizadores de plantas da Califérnia,
limitando-se as ordens de insetos mais associados a polinizacao (Coleoptera,
Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera). Apds a coleta dos insetos, os graos de pdlens
aderidos ao corpo desses animais foram identificados e classificados como
coespecificos, sendo aqueles pertencentes as espécies de plantas em que o inseto
foi coletado, ou heteroespecificos (aqueles que pertencem a outras espécies de
plantas). Os graos de polen heteroespecificos ndo foram identificados, pois se
obteve pouca quantidade. Segundo suas analises e resultados, as redes de
transporte de pdélen apesar de serem mais especificas, sdo menores em termos de
namero de espécies, links e visitas, quando comparado com a amostragem de
interacdes montada através de amostragem fitocéntrica. Isto sugere que as plantas
interagem com menos polinizadores potenciais, pois os valores de conexdo nao
tiveram grandes respostas para diferencas estruturais entre as visitas e a rede de
transporte de polen. Desta forma, informagdes sobre quais insetos visitantes
carregavam graos coespecificos e suas quantidades € crucial para identificar
interacdes mutualisticas e antagonistas.

Bosch et al. (2009) avaliaram as redes de plantas-polinizadores, adicionando
a perspectiva dos polinizadores em um estudo de uma comunidade mediterréanea de
mata no norte da Espanha. Foram observados 4265 links que correspondem a 19
plantas e 122 polinizadores, revelando um numero significativo de interagdes,
aumentando a conectancia da rede em 1,43 vezes, sendo a conectancia média da
planta de 18,5 para 26,4, e a de polinizadores de 2,9 a 4,1. Novos links também
foram encontrados, além da confirmacdo de links identificados através da
observacao focal e de mais quatro médulos definidos, que ndo eram aparentes nas
observacdes focais. Isto refor¢ca a importancia dos estudos palinolégicos em estudos
de redes de interacoes.

A falta de estudos sobre a influéncia das redes de transporte de graos de
polen relacionados as redes de interacoes, e de estudos morfoldgicos sobre os

graos de pdlen aponta a necessidade de pesquisas visando informacdes
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palinolégicas obtidas através de polinizadores coletados, ajudando assim na
identificagdo de interagdes mutualisticas. Desta forma, utilizamos a técnica de
acetélise para analise e identificacao do pdlen aderido ao corpo de mariposas. A
acetolise consiste na mistura de trés acidos (sulfdrico, latico e anidrido acético) que
quando aquecidos reagem na quebra da exina, membrana externa dos grdaos de
pblen, proporcionando assim uma melhor observacdo e identificacdo da estrutura
interna do pélen (RAYNAL & RAYNAL, 1971). Desta forma, este estudo pretende
identificar interacoes através de pdlens aderidos a probdscide e ao corpo das
mariposas, e complementar a rede de interacbes esfingideo-planta em uma éarea de
campos sulinos produzida inicialmente através de observagbes focais
(LAUTENSCHLEGER et al., 2018). Com isto, pretende-se aumentar a abrangéncia
desta rede de interagdes, descrevendo-a de forma mais completa e acurada.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo identificar os graos de pélen encontrados em
esfingideos (amostragem zoocéntrica) coletados em uma area campestre e no Horto
Botanico Irmdo Teodoro Luis (HBITL) (31°48°58”S, 52°92555”W), visando

complementar uma rede de interacdes obtida por amostragem fitocéntrica.

1.1.2 Objetivos Especificos

(i) Coletar, montar e identificar grdos de poélen de plantas visitadas ou
potencialmente visitadas por esfingideos na area de estudo, visando elaborar
uma palinoteca com graos de pélen da regido de estudo.

(i) Determinar o numero de espécies de esfingideos em que ocorreu a presenca
de polen.

(iii)  ldentificar através de pélen, possiveis interagdes nao observadas em

amostragens fitocéntricas.
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1.2 Hipétese

Testamos a hipétese de que existem interacbes esfingideo-planta que séo
negligenciadas nas amostragens fitocéntricas, as quais sdo reveladas através da

abordagem zoocéntrica que foi aplicada neste estudo.



2 Material e Métodos

2.1  Area de estudo

As coletas foram realizadas no Horto Botanico Irmdo Teodoro Luis (HBITL)
(31°948’58”S, 52°25’55"W) (Figura 1A) e na estrada (31.78°S, 52.41 W) e entorno
(31°48°05”S, 52°24'54”W) do Campus da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL)
(Figura 1B), ambos situados no municipio do Capao do Ledo, Rio Grande do Sul,
Brasil. O Horto Botanico Irmao Teodoro Luis ocupa 25 ha dentro da area da Estagéao
Experimental Terras Baixas da Embrapa, localizada a aproximadamente 3 km do
Campus Capdo do Ledo da UFPEL. O HBITL é uma Area de Preservacido
Permanente (GUERRA; STREHER; LUDTKE; 2015) com mata nativa circundada por
areas de formagdes pioneiras (banhados) e por estepe Gramineo-Lenhoso (campos)
(SILVA et al. 2013).

O municipio do Capao do Ledo esta localizado em regides geomorfolégicas
da Encosta do Sudeste e da Planicie Costeira. Sua vegetacao pertence ao Bioma
Pampa, e possui fisionomias de Floresta Estacional Semidecidual, e de Formagdes
Pioneiras (VELOSO; RANGEL FILHO; LIMA, 1991).
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Figura 1 — Imagens realizadas através do Google Earth. (A) Horto Botanico Irmao Teodoro Luis. (B)
Estrada e entorno do Campus Capéao do Leao.

2.2 Amostragem

Montagem da rede fitocéntrica (baseada em observacoes focais): A rede
de interagbes fitocéntrica esfingideo-planta foi montada previamente a este estudo.
Para isso os dados foram coletados durante saidas de campo realizadas entre
novembro de 2015 e abril de 2017. As observagbes focais geralmente ocorreram
entre 18h00min e 08h00min sob condigdes climéaticas sem chuva e sem ventos
fortes, através da observacdo de uma planta esfingéfila a espera de visitagoes.
Tanto as mariposas quanto as plantas polinizadas foram coletadas em campo. A
coleta foi realizada com redes entomoldgicas e as mariposas coletadas foram
colocadas em envelopes entomoldgicos contendo o horario da coleta, nome do
coletor e a espécie da planta observada. As mariposas foram levadas para o
Laboratério de Ecologia de Lepidoptera (LELEP) no Departamento de Ecologia,
Zoologia e Genética (DEZG) do Instituto de Biologia (IB) da UFPEL, onde foram
devidamente montadas e identificadas. As plantas coletadas foram colocadas em
prensas, para a confeccdo de exsicatas e posterior identificacdo (Tombadas no
Herbario PEL) (LAUTENSCHLEGER, et al., 2018)
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Inicialmente os animais eram coletados e colocados em cameras mortiferas, o
que gerava potencial perda ou mistura dos graos de pdlen. Por isso, passou-se a
utilizar injecdo de aménia visando minimizar a perda total dos gréos e a
contaminacao cruzada devido a colocacao de distintas mariposas em uma mesma
camara.

Montagem da rede zoocéntrica (baseada em podlen): As interacoes foram
identificadas baseadas na analise de graos de pdlen através da técnica de acetélise
lactica (Aclac) de Raynal & Raynal (1971) (Tabela 1), realizada em uma Capela de
Fluxo, descrita a seguir. Com uma pipeta graduada € colocado o anidrido acético em
um Becker e, apds, sdo adicionados os acidos sulfurico e latico que devem ser
lentamente misturados. Com uma seringa é coletado pdélen da probdscide e do corpo
das mariposas (Figura 2). Em seguida coloca-se o pdlen coletado em uma lamina,
acrescentando uma ou mais gotas da solucdo de acetélise. A lamina é aquecida por
aproximadamente um minuto, para que o processo de quebra dos graos de pdlen
tenha inicio. Ap6s este procedimento, observamos no microscépio optico (Olympus
BX 40) se o conteudo polinico saiu do grao. Ao término desta parte, foram colocadas
uma gota de alcool e uma gota d’agua morna, que posteriormente tiveram seu
excesso retirado com um papel absorvente.

A finalizacdo do processo de acetélise se da com a colocacdo de gelatina
glicerinada para fixagdo e conservagdo do material em lamina permanente. A
gelatina glicerinada é preparada com folhas de gelatina sem sabor incolor, nas
medidas de uma folha (2,0 g) para cada 100 ml de agua quente e 100 ml de
glicerina. Apos estas laminas foram observadas no microscépio optico para analise e
identificacdo dos graos de pdlen. As laminas obtidas a partir de pélens coletados nos
esfingideos foram comparadas com a colecao palinolégica de referéncia (laminas-
referéncia).

As laminas-referéncia foram montadas a partir da coleta das flores esfingéfilas
observadas em campo, visando investigar a existéncia ou nao de espécies que
ainda ndo estavam na rede de interacbes montada a partir das observacdes focais
(fitocéntrica). A probdscide de cada espécime foi removida e colocada em
eppendorfs, e levados ao congelador, visando analisar possiveis graos desprendidos

das estruturas durante o processo de montagem.
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Tabela 1 - Protocolo Aclac de acetdlise para a analise de graos de polen das mariposas que foram
coletadas no municipio do Capao do Ledo, Rio Grande do Sul, entre novembro de 2015 e abril de
2017.

ACLAC 40 60

Anidrido acético 5,0 (1,25 ml) 30 (0,75 ml)
Acido sulfarico | 1,0 (0,25 ml) | 1,0 (0,25 ml)
Acido latico 4,0 (1,0 ml) 6,0 (1,5 ml)

Legenda: Pélens frageis: aclac 40 e pdlens fortes: aclac 60.

Figura 2 — Processo de coleta dos graos de pélen aderidos ao corpo e probdscide das mariposas
coletadas, para a confecgdo de laminas.

2.3 Analise de dados

As redes de interagdes fitocéntrica (observacgao focal) e zoocéntrica (graos de
pblen) foram comparadas de forma descritiva em relagdo ao numero de espécies de
plantas e polinizadores, numero de interagdes e conectancia. O intuito de aumentar
a lista das interagées, identificando os graos encontrados com o método de acetélise
lactica, permitiu a discussdo da eficiéncia e limitagbes de cada abordagem
metodoldgica (rede zoocéntrica e rede fitocéntrica).



3 Resultados e Discussao

Rede fitocéntrica (baseada em observacoes focais): Foram realizadas 402
horas de observacoes focais, onde ocorreu o registro de 18 espécies de plantas, das
quais 13 espécies receberam visitacdo de 17 espécies de Sphingidae. Em relacao a
rede de interagdes foram registradas 233 interagdes esfingideo-planta e 46 links
(interacdo entre uma espécie de planta com uma espécie de animal) através do
método de observacao focal (LAUTENSCHLEGER et al., 2018).

Rede zoocéntrica (baseada em podlen): Foram montadas 77 laminas, sendo
64 laminas de extragdes de graos de pdlen das mariposas e 13 laminas de extracao
de gréaos de podlen das flores observadas em campo (laminas-referéncia). Destas
foram analisadas 43 laminas de graos de polen das mariposas utilizando Redes de
Catélogos Polinicos Online (RCPol) e bibliografias. Foi obtida uma vasta quantidade
de graos de pdlen da planta esfingofila Oenothera ravenii W. Dietr. (35 laminas;
81,4%). Em todas as 43 laminas ocorreu a presenca de pdlen, incluindo das familias
Acanthaceae, Alismataceae, Asteraceae, Amaranthaceae, Amaryllidaceae,
Apocynaceae, Celastraceae, Loranthaceae, Melastomataceae e Primulaceae.
Também se obteve graos de podlen de flores observadas na rede fitocéntrica, como
Oenothera ravenni, Nicotiana alata Link & Otto, Brugmansia suaveolens (WIild)
Sweet e Inga sp. 1. Sete esfingideos possuiram individuos que carregaram mais de
um tipo de pélen: Aellopos tantalus (Linnaeus, 1758), Agrius cingulata (Fabricius,
1775), Eumorpha fasciatus (Sulzer, 1776), Eumorpha vitis (Linnaeus, 1758),
Manduca contracta (Butler, 1875), Manduca florestan (Stoll, 1782), e Xyophanes
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tersa (Linnaeus, 1771) (Tabelas 2 e 3). Ou seja, das 17 espécies coletadas de
esfingideos, 41,2% de espécies carregavam graos de polen aderidos em seu corpo,
sendo em algumas ocasides de mais de uma espécie de planta (Tabela 3). Também
foi observado que um individuo de Manduca florestan carregava graos de pdélen de
Oenothera ravenii e Brugmansia suaveolens, indicando a visitacdo de duas flores
esfingofilas concomitantemente. Além disso, Brugmansia suaveolens foi uma

espécies que nao recebeu visitas durante as observagdes focais.
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Tabela 2 - Lista de espécies de Sphingidae coletadas de individuos com graos de pdélen encontrados
no municipio do Capéo do Ledo, Rio Grande do Sul, entre novembro de 2015 e setembro de 2018.

Espécies de Numero de Numero de Porcentagem de

esfingideos individuos coletados | individuos com gréos | individuos da espécie
de pélen carregando graos de

pélen

Aellopos tantalus 96 1 1,0%

(Linnaeus, 1758)

Agrius cingulata 09 1 11,1%

(Fabricius, 1775)

Erinnyis ello 06 0 0%

(Linnaeus, 1758)

Eumorpha fasciatus 19 6 31,6%

(Sulzer, 1776)

Eumorpha labruscae 03 0 0%

(Linnaeus, 1758)

Eumorpha triangulum 04 0 0%

(Rothschld & Jordan,

1903)

Eumorpha vitis 29 13 44,8%

(Linnaeus, 1758)

Manduca contracta 17 8 47,0%

(Butler, 1875)

Manduca diffissa 03 0 0%

(Butler, 1871)

Manduca florestan 18 12 66,6%

(Stoll, 1782)

Manduca sp. 03 0 0%

Pachylia ficus 01 0 0%

(Linnaeus, 1758)

Pachylia syces 03 0 0%

(Hubner, 1819)

Perigonia passerina 12 0 0%

(Boisduval, 1875)

Protambulyx strigilis 01 0 0%

(Linnaeus, 1771)

Xylophanes anubus 03 0 0%

(Cramer, 1777)

Xylophanes tersa 09 2 22,2%

(Linnaeus, 1771)

TOTAL 236 43 18,2%
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Tabela 3 — Matriz zoocéntrica de interagdes indicando quais morfotipos de pélen foram encontrados
nas distintas espécies de mariposas.

(0]
Pélen Sl o * o
o) ol o | o 8| o ol g ©
S| o| 8| Q| | 8| o8| ® o | ® N
0| g| Q| | | 8| S| @ Q| © = 8
O o < < © S [ © — © £ s QO
Sl¢| 5|82l 3| 8|alS|le|a|g|s
= o Dl 2 | 0| | o ® S
- S|le|E|s|c|8|3|8|x|d| = || 8|E
Mariposa ol | 2| E|] E| a | o| O 5| @ . =
< | d ||| << | <|@W|O|E[S|S|=210 |
Aellopos tantalus - - - X | - - - - X | - - - j X
Agrius cingulata X | x |- - X | x |- - - - - - - -
Eumorpha fasciatus SoIx Ix o f- - - - - I x - - - x| x
Eumorpha vitis - Ix - I x - - - I x - - - I x x| -
Manduca contracta X | x | x |- - - - X |- X | X | x [x |-
Manduca florestan - X |- - - - X |- X |- X |- X |-
Xylophanes tersa X | x |- - - |- - - X |- |- - Ix |-
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Tabela 4 — Lista de espécies de Sphingidae e das flores visitadas em redes fitocéntrica e zoocéntrica
analisadas e coletadas no municipio do Capéao do Leéo, Rio Grande do Sul entre novembro de 2015

e setembro de 2018.

Sphingidae Planta Rede fitocéntrica Rede zoocéntrica
Aellopos tantalus Inga sp.1 X -
(01 espécime) Amaranthaceae - X
Primulaceae - X
Agrius cingulata Ipomoea alba X -
(01 espécime) Acanthaceae - X
Amaryllidaceae - X
Apocynaceae - X
Asteraceae - X
Eumorpha fasciatus Alismataceae - X
(06 espécimes) Asteraceae - X
Inga sp.1 X X
Oenothera ravenii X X
Primulaceae - X
Eumorpha vitis Amaranthaceae - X
(13 espécimes) Asteraceae - X
Celastraceae - X
Oenothera ravenii X X
Nicotiana alata X X
Manduca contracta Acanthaceae - X
(08 espécimes) Alismataceae - X
Asteraceae - X
Celastraceae - X
Lorathaceae - X
Melastomataceae - X
Oenothera ravenii X X
Nicotiana alata X X
Manduca florestan Asteraceae - X
(12 espécimes) Brugmansia suaveolens - X
Inga sp.1 X X
Melastomataceae - X
Oenothera ravenii X X
Xylophanes tersa Asteraceae - X
(02 espécimes) Acanthaceae - X
Inga sp.1 X X
Oenothera ravenii X X
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Chupil (2013) evidenciou em seus estudos que a presenca de graos de polen
nos beija-flores foi baixa, sugerindo que estas aves podem nao ser tao eficientes
como polinizadores, ou que algum fator comportamental, como a limpeza da
plumagem apo6s a visita as flores pode estar interferindo neste percentual.
Similarmente, neste estudo obteve-se uma baixa presenca de graos de pdlen
(18,2%) nos esfingideos comparado com a quantidade de individuos que foram
coletados, ou seja, dos 236 esfingideos coletados na amostragem fitocéntrica,
apenas 43 esfingideos apresentaram graos de pélen (Tabela 2). Porém esta baixa
proporcao de individuos carregando pélen pode ter sido negativamente influenciada,
pois no inicio das amostragens o método de acondicionamento das mariposas era
outro, onde pode ter ocorrido a perda de graos de pélen. Todas as laminas
analisadas tiveram graos de pélen, algumas delas com mais de um morfotipo,
evidenciando a importancia dos esfingideos como polinizadores nesta comunidade
campestre do sul do Brasil.

Outro fato a levar em consideracdo é que alguns dos morfotipos de pblen
podem ter se aderido ao corpo das mariposas por acidente durante o voo, de modo
que nem todas as interagdes registradas aqui se referem necessariamente a
polinizacdo. Além disso, foi observado que alguns aspectos dos grdos de pélen
fazem com que estes tenham mais aderéncia no corpo e probéscide do animal,
como demonstrado na espécie Oenothera ravenii (Figura 3A). Esta espécie possui
0s graos de tamanho grande se comparado com 0s outros graos analisados (Figura
3B), e fios de viscina, que ajuda na aderéncia dos graos nas mariposas. Estas sédo
caracteristicas da familia Onagraceae podendo possivelmente representar uma
adaptacao das espécies desta familia a polinizagao por mariposas.

Neste estudo, o uso da rede zoocéntrica confirma que a interacdo dos
esfingideos com as flores como Oenothera ravenii, Nicotiana alata e Inga sp.1 séo
interagbes frequentes na comunidade (LAUTENSCHLEGER et al., 2018). Uma
interacdo nao observada com métodos fitocéntricos foi, porém, registrada com o
método zoocéntrico: a planta esfingéfila Brugmansia suaveolens (Figura 4A) que foi
observada durante 5 horas e 50 minutos ndo obteve visitas de esfingideos, porém
seu polen foi encontrado em um individuo de Manduca florestan. Isso evidencia a
complementaridade das duas abordagens metodologicas. Além disso, foram
encontradas outras dez familias de plantas que nao foram detectadas na rede
fitocéntrica de interagdes. A adesao do pdlen destas plantas pode representar novas
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espécies polinizadas por estas mariposas, as quais ndao foram identificadas em
observacdes fitocéntricas. Alternativamente, esse pélen pode ter se aderido
acidentalmente durante o voo. Esse pode ser o caso de Melastomataceae que
possui flores tipicamente polinizadas por abelhas (SILVA, 2000).

Figura 3 — (A) Foto de Eumorha fasciatus (Sulzer, 1776) com graos de Oenothera ravenni
presos em sua probdscide. Lupa estereoscépica. (B) Grao de Oenothera ravenii ao lado de
outro gréo de pélen. Microscépio 6ptico (400x).

Figura 4 — (A) Graos de pélen de Oenothera ravenii. Microscopio ptico (400x). (B) Graos de

pblen de Brugmansia suaveolens. Microscépio eletrénico (100x).

De acordo com Alarcén (2010) as redes de transporte de pdlen (zoocéntricas)
compostas por Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera sdo menores em
termos de numero de espécies, links e visitas, comparado com a rede fitocéntricas.
Oenothera ravenii (Figura 4A) e Nicotiana alata (Figura 5 B - C) que estdo na rede
fitocéntrica de Lautenschlenger et al. (2018), possuiram grandes quantidades de
graos de pdlen no corpo dos esfingideos, evidenciando assim que seu pdélen é de
fato transportado, provavelmente resultando em polinizagdo. Além destas espécies,
também foram encontrados grdos de Inga sp.1 (Figura 6), observada na rede
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fitocéntrica, que apesar de ter aparecido na rede zoocéntrica esteve pouco presente
nos esfingideos. Por outro lado, para os graos pélen de familias de plantas que néao
foram encontradas na amostragem fitocéntrica, ndo é possivel ter certeza de que os
graos aderidos ao corpo tenham decorrido de visitacdo floral e resultaria em
polinizacédo (Freitas et al. 2014). Desta forma somente com a rede zoocéntrica ndo é
possivel confirmar a ocorréncia de visitacdo e polinizagdo, pois existem varios
fatores que podem ocorrer, como a colisdo do animal nas flores ou a deposi¢ao de
polen carregado pelo vento. Mas com estes dados podemos ampliar o estudo de
rede de interacoes dos esfingideos, realizando novas observacées em flores que
nao considerariamos de interesse da familia Sphingidae.
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Figura 5 — (A) Flor de Oenothera ravenii. (B)
Nicotiana alata. Microscépio eletrénico (400x).

v b

Flor de Nicotiana alata. (C) Graos de pélen de

%

-

i N 4\ - - - *q
Figura 6 — (A) Antera de Inga sp.1. Microscopio eletrénico (100x). (B) Agrupamento do tipo
Polyad de graos de polen de Inga sp.1. Microscépio eletrénico (400x).

No estudo realizado por Fang e Huang (2014) foram registrados 3609 graos
de pélen e apenas 69 desses graos foram identificados. Isto ilustra a dificuldade na
identificagdo do pdlen em nivel de espécie. Contudo, no presente estudo foram
identificadas mais 10 familias de plantas para a rede de interacdes, onde das sete
espécies de Sphingidae (Figura 7) nas quais foram encontrados graos de polen,
estas compartilhavam de dois a trés morfotipos de pdlen de diferentes plantas em
uma noite. Isto evidencia que apesar da dificuldade de identificacdo, a rede de
amostragem zoocéntrica amplia o conhecimento sobre a diversidade das flores

utilizadas pelos esfingideos.
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Dentre os 236 individuos coletados (Tabela 2), 40,7% sé&o da espécie
Aellopos tantalus (Figura 7A). Contudo, apenas um individuo da espécie possuiu
graos de pdlen em seu corpo, isto pode ter ocorrido porque A. tantalus possui uma
probdscide relativamente curta (1,5 cm) em comparagao a maioria dos esfingideos,
além de ter um habito crepuscular e, portanto visitar flores com morfologias mais
generalistas (e.g. flores curtas e n&o tubulares). Assim pode n&o tocar as estruturas
reprodutivas das flores, tendo pouco ou nenhum pélen aderido ao corpo.

Das sete espécies de Sphingidae em que foram encontrados graos de podlen,
Manduca contracta (Figura 7E) foi a espécie que mais compartilhou graos de pélen
(Tabela 3). Além disso, 47% dos individuos desta espécie carregaram polen,
perdendo apenas para a Manduca florestan (Tabela 2, Figura 7F), de forma que esta
espécie possui 66,6%, mas sé compartilha cinco morfotipos de graos de podlen.
Contudo, dentro destes se encontram trés espécies que estdo na rede fitocéntrica
(Tabelas 2 e 3).

Ipomoea alba esteve na rede fitocéntrica, mas ndo na rede zoocéntrica
(Tabela 4). Apesar de I. alba ter caracteristicas esfingofilas, em 3 horas e 40 minutos
de observacédo, apenas um individuo foi coletado visitando a flor. A infrequéncia de
visitas de esfingideos nesta planta pode estar ocorrendo porque a mesma dispde de
uma corola muito longa, impossibilitando a visitacdo da grande maioria dos
esfingideos que possuem probdscides curtas. Isso é corroborado pela Unica
visitacao registrada que foi realizada por Agrius cingulata (Figura 7B), que possui
uma probdscide de 11,5 cm. Ainda assim, foram encontrados outros morfotipos de
pblen na lamina obtida a partir deste espécime.
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Figura 7 — Espécies de Sphingidae que ocorreram na rede zoocéntrica. (A) Aellopos tantalus
(Linnaeus, 1758) (B) Agrius cingulata (Fabricius, 1775) (C) Eumorpha fasciatus (Sulzer, 1776) (D)
Eumorpha vitis (Linnaeus, 1758) (E) Manduca contracta (Butler, 1875) (F) Manduca florestan (Stoll,
1782) (G) Xylophanes tersa (Linnaeus, 1771).
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Figura 8 — Morfotipos de graos de podlen que ocorreram na rede zoocéntrica. (A) Celastraceae (B)
Amaranthaceae (C) Acanthaceae (D) Loranthaceae (E) Amaryllidaceae (F) Alismataceae (G)
Melastomataceae (H) Apocynaceae (l) Asteraceae (J) Primulaceae.



4 Conclusoes

Através da amostragem zoocéntrica foi possivel a identificacdo de espécies
de plantas esfingéfilas obtidas na amostragem fitocéntrica, e de novos graos de
pbélen pertencentes a outros morfotipos. Além disso, também nos permitiu a
formacao de uma palinoteca dos graos de pélen da regidao. Dentre as 17 espécies de
esfingideos coletados, sete destas foram encontrados grédos de pélen utilizando a
amostragem zoocéntrica. Além disso, foi encontrado poélen de Brugmansia
suaveolens, que foi observada em campo sem o registro de visitagdes.

Existem interacbes esfingideo-planta que sdo negligenciadas nas
amostragens fitocéntricas, as quais foram reveladas através da abordagem
zoocéntrica, corroborando a hipdétese deste trabalho. Estudos desenvolvidos
abordando a rede zoocéntrica sdo escassos, porém, podem contribuir adicionando
espécies de plantas em redes de interagdes montadas a partir da amostragem
fitocéntrica.

A grande dificuldade para identificacdo exata dos grdos de pdlen é, porém
uma limitacdo devido a grande escassez de estudos da morfologia e taxonomia
desses graos. Por isso, é recomendavel a elaboracdo de colecdes de referéncia de
pblen para a regidao, o que facilitara estudos futuros que usam graos de pdlen para
identificar as interacdes planta-polinizador.
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