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RESUMO

Neste trabalho foi estudada a biologia da polinizacdo e da reproduc¢do de duas espécies de
orquideas do género Elleanthus. A fenologia reprodutiva de Elleanthus brasiliensis € E. crinipes é
anual. As flores de E. brasiliensis apresentam sépalas de coloragdo rosada, pétalas e labelo brancos
com duas manchas lilases no labelo, ao passo que as de E. crinipes possuem pétalas e labelo de
coloracdo creme e a antera operculada lilas - ambas abrem seqiiencialmente e duram de dois a
quatro dias. O néctar destas espécies ¢ produzido nos calos do labelo em volumes que variam de 1
a 6 uL, a concentragdo de agticares ¢ de ca. de 20% e a analise do néctar mostrou a presenca de
sacarose, glicose e frutose, com predominancia de sacarose. Estas espécies apresentam protandria
caracterizada pela mudanca de posicdo dos elementos reprodutivos, sdo autocompativeis, mas
dependem de polinizadores para reproducdo. Os principais polinizadores sdo os beija-flores
Ramphodon naevius ¢ Thalurania glaucopis. Varios dos atributos florais destas espécies sao
caracteristicos para polinizacdo por beija-flores. Em E. brasiliensis, estudos histologicos
evidenciaram a natureza secretora dos calos apresentando uma epiderme papilosa secretora com
uma cuticula fina e um parénquima também secretor. Os estudos histoquimicos mostraram a
presenca de pré-néctar nas células da epiderme e do parénquima dos calos. E interessante ressaltar
que a histologia desses nectarios nao ¢ conhecida para a tribo Sobralieae e se distingue da de
nectarios de orquideas polinizadas por aves. E sugerido que demais espécies ornitofilas desta tribo
apresentem glandulas nectariferas com histologia semelhante. Além disso, a ocorréncia de calos

nectariferos ¢ pouco conhecida em Orchidaceae, ndo havendo registros para espécies ornitofilas.

Palavras chave: beija-flor, histoquimica, Mata Atlantica, orquidea, polinizagao.



ABSTRACT

This study presents the pollination biology and the breeding system of two Elleanthus
(Orchidaceae) species from the Atlantic Forest in southeastern Brazil. The flowering phenology of
the species is annual; its flowers open sequentially and last two to four days. Elleanthus
brasiliensis flowers present pinkish sepals, while the petals and the lip, which has two lilac spots,
are white; in E. crinipes flowers, besides the rose-colored sepals, the petals and the lip are creamy
and the operculate anther is lilac. The nectar of these species is produced in the lip calli in volumes
ranging from 1 to 6 pL and sugar concentration is approx. 20%. Nectar analysis detected the
presence of sucrose, glucose and fructose, with sucrose prevailing. The species are protandrous
which is characterized by the different positions of the reproductive elements during anthesis time.
Both are self-compatible, but depend on pollinators for reproduction. The main pollinators are the
hummingbirds Ramphodon naevius and Thalurania glaucopis. Several floral traits of these species
are characteristic for plants pollinated by hummingbirds. In E. brasiliensis, histological studies
revealed the secretory nature of the calli, which is composed of a secretory papillous epidermis
with a thin cuticle and a secretory parenchyma. Histochemical studies showed the presence of pre-
nectar in the epidermis and parenchyma cells. It is worth mentioning that the histology of these
nectaries is not known for the tribe Sobralieae and it is different from nectaries of other bird
pollinated orchids. It is suggested that nectar glands of other ornithophilous species of this tribe
present similar histology. Furthermore, the occurrence of nectariferous calli is little known in

Orchidaceae, with no records for ornithophilous species.

Keywords: Atlantic Rainforest, histochemistry, hummingbird, orchid, pollination



INTRODUCAO GERAL

A Mata Atlantica ¢ um dos ecossistemas mais ameagados do mundo (Prance & Campbell
1988) a despeito de sua elevada biodiversidade com diversas possibilidades para geracdo de
conhecimento e tecnologia. O complexo ecossistema das matas €, em grande parte, composto por
flora epifita que, por sua vez, constitui importante componente floristico, estrutural e funcional das
florestas tropicais de terras baixas e de montanhas (Gentry & Dodson 1987; Benzing 1998;
Annaselvam 2001; Gradstein 2008).

O conhecimento sobre a biologia reprodutiva das espécies ocorrentes na Mata Atlantica
adquire importancia cada vez maior. Trata-se de um bioma de grande complexidade bioldgica, que
ocupava 12% do territério nacional, restando, hoje, apenas 7,5% de sua cobertura original,
espalhadas na forma de fragmentos florestais (Costa 1992; Morellato & Haddad 2000). Portanto, ¢
considerado um dos biomas prioritarios para a preservagdo pela Unido Internacional para a

Conservacao da Natureza (Davis et al. 1986).

A familia Orchidaceae ¢ uma das mais diversificadas entre as angiospermas. Existem
cerca de 24.500 espécies de orquideas (Dressler 2005), sendo que 1257 espécies, ou 5%, ocorrem
no bioma Mata Atlantica. Estes nimeros colocam a familia Orchidaceae como a maior entre as
monocotiledoneas e um importante componente da flora deste bioma, compondo 8% das espécies
de plantas vasculares (Stehman et al. 2009). Em Orchidaceae, a tribo Sobralieae (Epidendroideae,
Sobralieae sensu Pridgeon et al., 2006) constitui um grupo bem distribuido pelos tropicos do Novo
Mundo (Van Der Pijl & Dodson 1966), contendo os géneros: Elleanthus, Epilyna, Sertifera e
Sobralia (Govaerts 2003; Pridgeon et al. 2006).

O género Elleanthus constitui-se de 111 espécies (Govaerts 2003; Dressler 2006)
distribuidas pela América Tropical, concentradas na cadeia montanhosa dos Andes. Barros et al.
(2010) atribuem nove espécies ao Brasil, sendo que Stehmann ef al. (2009) atribuem trés espécies

ao Bioma Mata Atlantica: Elleanthus brasiliensis, E. crinipes ¢ E. graminifolius.

Elleanthus brasiliensis (Lindl.) Rchb.f. apresenta distribui¢do da Guiana Francesa ao sul
do Brasil (Govaerts 2003), ocorrendo na floresta atlantica do litoral brasileiro e em matas imidas
do interior, em altitudes que variam do nivel do mar a 1000 m. Até o momento, tem-se apenas uma
vaga nog¢do sobre a polinizacdo de E. brasiliensis. Em observagdes ocasionais foram avistados

beija-flores Phaethornis pretrei (Singer & Sazima 2000; Singer 2003), borboletas e abelhas em



visitas as flores (Miller ef al. 1996), mas dados referentes a importancia destes polinizadores e suas

interagdes com E. brasiliensis ndo estdo disponiveis.

Elleanthus crinipes Rchb.f. ¢ uma espécie endémica do bioma Mata Atlantica (Stehman et
al. 2009), ocorrendo preferencialmente a altitudes acima de 800 m, onde pode ocorrer junto a E.
brasiliensis. Nao ha estudos ou quaisquer informacdes sobre os visitantes e polinizadores de E.
crinipes, o que torna importante o estudo desta espécie restrita as regides altas da Serra do Mar,
frente a situacdo atual de perda de habitat seja por fragmentagdo seja por efeito das mudangas

climaticas (Benzing 1998).

Sendo a destruicdo de habitat uma das maiores causas de extingdo e redugdo de
populagdes de orquideas no planeta (Wong & Sun 1999; Alcock 2006), os estudos sobre biologia
reprodutiva dessas plantas tornam-se imprescindiveis para sua conservagao (Cropper & Calder
1990), principalmente em habitats cada vez mais reduzidos e fragmentados como a Mata
Atlantica. Estudos sobre a anatomia floral relacionados com a atuacdo dos polinizadores
completam os estudos de biologia reprodutiva e propiciam um entendimento mais amplo das

interacdes responsaveis pela manutengdo das espécies no ecossistema (Stpiczynska et al. 2003,

2005).

O presente trabalho teve por objetivo estudar a biologia da polinizagdo e reproducao de E.
brasiliensis ¢ de E. crinipes para fornecer informagdes sobre as interagdes entre essas espécies €
seus polinizadores, gerar subsidios para estudos mais detalhados (por ex. genética de populagdes) e

para programas de conservagdo. Os objetivos especificos do estudo sao:

- Estudar a fenologia, a biologia floral destas espécies de orquideas e suas interagdes com

polinizadores;

- Determinar o sistema reprodutivo das espécies através de experimentos de polinizagdes

controladas;

- Determinar a dependéncia destas espécies em relagdo aos polinizadores, tendo em vista

0 sucesso reprodutivo;

- Estudar a histologia do labelo em especial as estruturas secretoras do néctar de E.

brasiliensis.
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CAPITULO 1

Biologia da polinizacdo e reproducido de duas espécies de Elleanthus C.Presl. (Orchidaceae:

Sobralieae) na Mata Atlantica do Parque Estadual da Serra do Mar, Sao Paulo.



RESUMO

Foi estudada a biologia da polinizacdo e reproducdo de Elleanthus brasiliensis, de ampla
distribuicdo nas matas umidas do Brasil e de E. crinipes, endémica das florestas de altitude do
sudeste brasileiro. Os individuos estudados de E. brasiliensis ocorrem em areas de Floresta
Ombroéfila Densa de Terras Baixas em Ubatuba, SP e os de E. crinipes em éreas de Floresta
Ombrofila Densa Montana entre os municipios de Sdo Luiz do Paraitinga e Natividade da Serra,
SP. Neste local, ambas as espécies ocorrem em simpatria. Visitas mensais foram realizadas para o
levantamento de dados fenologicos. Em varias etapas do periodo de floragdo foram realizados
estudos sobre a biologia floral, o sistema reprodutivo, os visitantes e determinados os
polinizadores. As duas espécies apresentam desenvolvimento continuo de novos caules e folhas ao
longo do ano, ao passo que a floracdo e frutificacdo ocorrem uma vez ao ano. As flores de E.
brasiliensis apresentam sépalas de coloragdo rosada, pétalas e labelo brancos com duas manchas
lilases no labelo, ao passo que as de E. crinipes possuem pétalas e labelo de coloracao creme ¢ a
antera operculada lilds - ambas abrem seqiiencialmente e duram de dois a quatro dias. Nestas
espécies o néctar ¢ produzido nos calos do labelo, em volumes que variam de 1 a 6 pL e
concentragdo de agucares de ca. de 20%. O estigma esta receptivo desde a fase de botdo a
senescéncia, mas somente a partir do segundo dia de antese floral o estigma se torna acessivel
devido a mudanga de formato da coluna. Portanto, nessas espécies ocorre protandria caracterizada
por mudanga de posicdo dos elementos reprodutivos. Estas espécies sdo autocompativeis, mas
dependem dos polinizadores como vetores de polen. Frutos de E. brasiliensis de polinizagdes
cruzadas e de condigdes naturais apresentam massa seca maior do que os resultantes de
autopolinizacdes manuais, evidenciando as vantagens da polinizagdo cruzada. Os cruzamentos
interespecificos ndo resultaram em frutos, o que indica a existéncia de uma barreira molecular. As
flores de E. brasiliensis foram visitadas por abelhas Trigona spinipes (Meliponini), beija-flores
Ramphodon naevius (Phaethornithinae) e Thalurania glaucopis (Trochilinae) e todos removeram
polindrios e, portanto, podem ser polinizadores. Entretanto, o beija-flor R. naevius ¢ o principal
polinizador devido a sua freqiiéncia e alto deslocamento entre os individuos desta Orchidaceae. E.
crinipes foi visitada pelo beija-flor Thalurania glaucopis (Trochilinae) que removeu polinarios,
sendo considerado polinizador. Em E. brasiliensis, a fixagdo dos polinarios nos bicos dos beija-

flores ocorre gragas a um mecanismo de alavanca relacionado com a coluna, enquanto que em E.



crinipes a fixagao ocorre devido a abertura estreita do tubo floral. Em ambas as espécies a abertura
seqiiencial das flores a protandria, além da producdo de néctar em baixa quantidade, parecem ser
mecanismos que reduzem a geitonogamia e promovem o fluxo polinico entre os individuos
mantendo altas taxas de frutificacdo, uma vez que as pressdes de limitagdo de polinizadores e de

depressao endogamica parecem ser atuantes na evolucao destas espécies.



INTRODUCAO

A Mata Atlantica ¢ um hotspot de biodiversidade prioritario para conservagdo em todo
planeta (Myers et al. 2000) e pouco se conhece acerca da biologia da reprodu¢do da maioria de
suas espécies, especialmente de orquideas epifitas. No entanto, estudos com este grupo, que
compde a maioria das espécies de Orchidaceae, sdo pouco freqiientes e ndo aprofundados, a
despeito dessas espécies estarem mais suscetiveis a degradacdo antrdpica, seja por coleta ilegal
(Flores-Palacios & Valencia-Diaz 2007) seja pela fragmentagdo do habitat ou por alteragcdes no

clima (Benzing 1998).

A literatura sobre a familia Orchidaceae vem crescendo nas ultimas décadas, com o
crescente acimulo de conhecimentos sobre sua reproducgdo, genética e sistematica (Chase et al.
2003; Fay & Chase 2009; Chase et al. 2009). Apesar dos estudos sobre biologia da polinizacao
realizados até o momento, ainda ndao ¢ possivel ter uma completa nocdo da importancia dos
diversos sistemas de polinizagdo do grupo ante sua imensa diversidade (Van der Pijl & Dodson
1966; Singer 2003; Schiestl & Schliiter 2009). Dessa maneira, pouco ¢ conhecido sobre as
interagdes da maioria das espécies com seus polinizadores, sendo os estudos de campo importantes
para se confirmar as especulacdes feitas a partir de caracteres morfoldgicos desde o século XIX
(Darwin 1877; Fay & Chase 2009).

Com relagao aos recursos florais, a familia Orchidaceae pode ser dividida entre espécies
que oferecem algum tipo de recurso ao polinizador (majoritariamente néctar) e espécies que sao
polinizadas por engano, ndo oferecendo recurso algum. Exemplos de recursos florais oferecidos por
orquideas aos seus polinizadores sdo: néctar, compostos aromaticos (Van der Pijl & Dodson 1966),
pseudo-polen (Pansarin & Amaral 2006), 6leos (Steiner 1998) e, raramente, polen (Tremblay et al.
2005). Assim como nas Angiospermas em geral, a maioria das espécies de Orchidaceae apresenta
melitofilia (polinizagdo por abelhas) como sistema de poliniza¢do (Van der Pijl & Dodson 1966;
Raven et al. 2007, entre outros), sendo a miofilia, provavelmente, o segundo sistema mais comum
na familia (Borba & Semir 2001).

A polinizagdo por aves, ou ornitofilia, ndo figura entre os sistemas de polinizagdo mais
freqiientes em Orchidaceae, entretanto nos tropicos existe um grande numero de espécies com

caracteristicas ornitofilas (Van der Pijl & Dodson 1966). Este sistema de polinizagdo evoluiu
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independentemente em diferentes grupos de Orchidaceae do Neotrdpico, onde os beija-flores
assumem grande importancia como polinizadores. Assim, Comparettia falcata Poepp. & Endl. e
Rodriguezia bahiensis Rchb.f. (Cymbidieae, Oncidiinae), apesar de apresentarem caracteristicas de
um sistema de polinizagdo generalista, oferecem néctar e sdo efetivamente polinizadas por beija-
flores (Ackerman et al. 1994; Carvalho & Machado 2006), por outro lado, Ornithidium coccineum
(Jacq.) Salisb. ex R.Br. (Cymbidieae, Maxillariinae) e Scaphyglottis imbricata (Lindl.) Dressler
(Epidendreae, Laeliinae) produzem néctar e apresentam coloragdo vermelha caracteristica de

plantas polinizadas por aves (Stpiczynska et al. 2003, 2005).

O género Elleanthus C.Presl constitui-se de 111 espécies (Govaerts 2003) distribuidas
pela América Tropical e concentradas na cadeia montanhosa dos Andes (Dressler 2006). Ocorrem
nove espécies no Brasil (Barros et al. 2010), sendo atribuidas trés espécies a Mata Atlantica

(Stehmann et al. 2009).

Elleanthus brasiliensis (Lindl.) Rchb.f. apresenta distribui¢do da Guiana Francesa ao sul
do Brasil (Govaerts 2003), ocorrendo na area de floresta atlantica do litoral brasileiro € em matas
umidas do interior, em altitudes que variam do nivel do mar a 1000 m. Estudos anteriores
revelaram uma vaga nogao sobre a polinizacdo de E. brasiliensis. Singer & Sazima (2000) e Singer
(2003) avistaram beija-flores Phaethornis pretrei em visita as flores, enquanto Miller et al. (1996)
observaram borboletas e abelhas. Entretanto, ndo existem dados referentes a importancia destes
visitantes e suas interagdes com E. brasiliensis, que possibilitem saber se estes agentes sdo

realmente os polinizadores efetivos.

Elleanthus crinipes Rchb.f. ¢ uma espécie endémica da Mata Atlantica (Stehman et al.
2009), ocorrendo preferencialmente a altitudes acima de 800 m, onde ocorre em simpatria com E.
brasiliensis. Nao ha estudos ou quaisquer informagdes sobre os visitantes e polinizadores de E.
crinipes, 0 que torna importante o estudo desta espécie restrita a regides altas e de dificil acesso da
Serra do Mar ante a situagdo atual de perda de habitat seja por fragmentacdo seja por efeito das

mudangas climaticas (Benzing 1998).

O presente trabalho teve por objetivo geral estudar a biologia da polinizacdo e reprodugao
de E. brasiliensis e de E. crinipes para fornecer informagdes sobre as interagdes dessas espécies e
seus polinizadores, gerar subsidios para estudos mais detalhados (por ex. genética de populagdes) e

para programas de conservacao (Wong & Sun 1999).
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Os objetivos especificos foram estudar a fenologia, a biologia floral, os sistemas de
poliniza¢do e de reprodugdo dessas espécies, com maior énfase e detalhe em E. brasiliensis, mais
abundante e freqiiente. Neste estudo, foi possivel elucidar as seguintes questdes: (1) quais sdo os
principais atributos morfolégicos e da biologia floral relacionados ao tipo de polinizador? (2) quais
sdo as caracteristicas do néctar que favorecem o deslocamento dos polinizadores entre os
individuos? (3) qual é o papel da mucilagem na inflorescéncia de E. brasiliensis? (4) qual € o
sistema de reproducdo e ha dependéncia dos polinizadores? (5) quais sdo o0s principais

polinizadores e qual ¢ a eficiéncia no fluxo polinico?

METODOLOGIA

Areas de estudo: locais e caracterizaciao

O estudo foi desenvolvido no Parque Estadual da Serra do Mar (Figura 1A). A vegetagao
nas areas ¢ do tipo Floresta Ombrofila Densa (Veloso ef al. 1991) ou Floresta Atlantica Umida

(Oliveira-Filho & Fontes 2000).

Elleanthus brasiliensis foi estudada no Nucleo Picinguaba (Figura 1A), localizado ao norte
do municipio de Ubatuba, Estado de Sao Paulo. O clima do local ¢ classificado como tropical
chuvoso, com precipitacdo alta durante todos os meses do ano (tipo Af sensu KSppen 1948). As
médias anuais de precipitacdo e temperatura sdo de 2154 mm e 22,6 °C, respectivamente (Miranda
et al. 2008). O sitio de estudo de E. brasiliensis encontra-se proximo a Casa da Farinha, as margens
do Rio da Fazenda (Figura 1B) , sendo estudadas plantas em trés locais ao longo do rio (proximos a
23°20°21,9’S e 44°50°14,5°W). A formacao vegetal do local ¢ a Floresta Ombrofila Densa de
Terras Baixas (Veloso et al. 1991, Figura 1B). Entretanto E. brasiliensis ¢ também encontrada em
areas de Floresta Ombrofila Densa Montana proximas ao nucleo Santa Virginia, ocorrendo em

simpatria com E. crinipes.

E. crinipes foi estudada no Nucleo Santa Virginia, bases Santa Virginia e Vargem Grande,
situadas respectivamente nos municipios de Sdo Luiz do Paraitinga e de Natividade da Serra no

Estado de Sao Paulo. O clima dos locais ¢ classificado como tropical temperado (Cwa sensu
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Koppen). As médias anuais de precipitacao e temperatura sdao de 1230 mm e 20,3 °C (média dos
dois municipios), respectivamente (Miranda et al. 2008). A érea de estudo de E. crinipes reside em
Natividade da Serra, préxima ao Rio do Cal¢ado, na Trilha do Corcovado (préximo a 23°26°08°°S e
45°13°22,5’W, Figura 1D). Também foi estudado um individuo na trilha do Rio Ipiranga
(23°19°55’S e 45°05°49°°W), Nucleo Santa Virginia, municipio de S3o Luiz do Paraitinga. A

vegetacao predominante ¢ Floresta Ombrofila Densa Montana (Veloso et al. 1991, Figura 1D).
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Figura 1. Mapa indicando os locais de estudo no Parque Estadual da Serra do Mar, Sdo Paulo. (A), habitat e habito das
espécies estudadas (B-E). A. Localizagdo dos sitios de estudo de Elleanthus brasiliensis e E. crinipes em relagdo aos
municipios adjacentes. B. Floresta Ombrofila Densa de Terras Baixas as margens do Rio da Fazenda, Nucleo
Picinguaba, Ubatuba, area de ocorréncia de E. brasiliensis. C. Touceiras de E. brasiliensis em tronco as margens do
rio. D. Floresta Ombrofila Densa Montana, na Trilha do Corcovado, Nucleo Santa Virginia, Natividade da Serra, area
de ocorréncia de E. crinipes e de E. brasiliensis. E. Touceira de E. crinipes (seta) em meio a outras ervas no solo da

floresta.

Fenologia

Foram feitas visitas mensais para definir o padrdo fenoldgico de floracdo sensu
Newstrom et al. (1994). Foram marcados e numerados 21 individuos de E. brasiliensis e seis
individuos de E. crinipes para registrar os seguintes estados fenoldgicos: emissao de caules,
emissdo de folhas, senescéncia foliar, floracdo e frutificagdo seguindo metodologia em Borba &
Braga (2003). Foram considerados individuos as touceiras formadas por um determinado conjunto
de caules fixado ao foro6fito ou ao solo. O reduzido nimero de individuos de E. crinipes utilizado
foi devido as dificuldades logisticas de acesso aos sitios de estudo e a baixa densidade populacional

da espécie.

Os individuos de E. brasiliensis foram acompanhados mensalmente entre abril de 2007
e julho de 2008, enquanto os de E. crinipes o foram entre outubro de 2009 e setembro de 2010.
Foram feitas observacdes de campo adicionais em E. brasiliensis nos anos de 2009 e 2010 para
confirmar a sazonalidade da floragdo. Também foram consultadas exsicatas de ambas as espécies
com material reprodutivo no Herbério da Universidade Estadual de Campinas (UEC). Para estimar
a sincronia da fenofase de floragdo foi utilizado o indice de atividade, que avalia a presenca ou
auséncia de determinado evento fenoldgico nos individuos, demonstrando a propor¢dao de
individuos em percentagem de uma populagdo que estd manifestando determinado evento
fenologico (Bencke & Morellato 2002). O pico de intensidade do evento foi considerado como o

periodo em que o nimero maximo de individuos da amostra apresentou determinada fenofase.
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Biologia floral

Em ambas as espécies o horario, sequéncia e duracdo da antese, presenca de odor e
receptividade do estigma foram determinados diretamente no campo (Dafni et al. 2005; Borba &

Braga 2003).

Para a deteccdo de células em ativas na superficie do labelo, 20 flores de dois individuos
de E. brasiliensis (10 de cada individuo) e 10 flores de um individuo de E. crinipes foram
mergulhadas em solugdo de vermelho neutro, diluido em 4gua na propor¢io de 1g.L™" (Vogel
1983), durante cinco minutos. A seguir, as flores foram lavadas em 4gua corrente para verificar as

regides coradas, que indicam a presenca de osmoforos.

A fim de verificar a presenca de aclicares na mucilagem de E. brasiliensis in situ foi
utilizado refratdmetro manual. BotOes e flores em todas as fases de antese foram coletados e

fixados em etanol 70% para estudos de morfologia floral.

Em flores de ambas as espécies, previamente ensacadas na fase de botdo com sacos de
organza de nailon, o volume total de néctar foi quantificado com auxilio de micro-seringas em 72
flores distribuidas em sete individuos em E. brasiliensis e 10 flores distribuidas em dois individuos
em E. crinipes. A concentragdo de agucares no néctar foi aferida com auxilio de refratometro
manual (E. brasiliensis, n = 66 e E. crinipes, n = 7) (Dafni et al. 2005, Borba & Braga 2003).
Ainda, em flores ensacadas de E. brasiliensis (n = 72) e classificadas, com base na abertura ¢ na
turgescéncia das fimbrias do labelo, como flores de primeiro dia (n = 29), segundo (n = 39) e
terceiro (n = 4), foram feitas medidas para verificar diferencas na producdo de néctar. Nao foi
possivel medir a produg¢do de néctar de uma mesma flor ao longo de sua vida funcional, pois as
retiradas do néctar com micro-seringas danificam a flor e provocam a sua senescéncia. Em flores
ndo ensacadas o volume e a concentragdo do néctar standing-crop foi medido (E. brasiliensis, n
=10 e n = 6, respectivamente) em horarios diferentes para obter os valores da disponibilidade de
néctar mediante condigdes naturais, ou seja, mediante sua utilizagdo pelos visitantes florais
(Pleasants & Zimmerman 1983). O nuimero de medidas de concentracdo foi menor que o de
medidas de volume, pois algumas vezes o volume de néctar coletado ndo era suficiente para a

leitura com o refratometro.
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Os resultados foram analisados utilizando o pacote estatistico Minitab (Alin 2010). Para
analisar os dados de volume e concentracdo, foi utilizada anélise de varidncia (ANOVA) e aplicado

o teste de Tukey com um intervalo de confianga (IC) de 95%.

O néctar de ambas as espécies foi analisado a fim de se obter a composi¢ao quimica dos
acucares (Galetto & Bernardello 2005). A proporcao de agucares (r) e de hexoses (hr) foi calculada

como segue, de acordo com Baker & Baker (1983a):

r = sacarose/(glicose + frutose)
hr = glicose/frutose
A quantidade de agtcares aproximada (em mg de sacarose) disponivel nas amostras
analisadas foi obtida através do célculo do produto do volume pela concentragdo e pelo fator de
correcao determinado pela equacgdo:
y =0,00226 + (0,00937x) + (0,0000585x7)
onde o valor de x ¢ igual a concentragdo obtida pelo refratrometro. A partir da quantidade de agucar

foi possivel calcular a energia contida no néctar (Galetto & Bernardello 2005).

Sistema reprodutivo e compatibilidade interespecifica

O sistema reprodutivo foi determinado em campo com a realizagdo de testes de
polinizagdes controladas (conforme Radford ez al. 1974; Borba & Braga 2003; Pansarin & Amaral
2006). Os testes realizados foram: agamospermia — flores tiveram as polinias retiradas e foram
ensacadas; polinizacdo cruzada manual- polinias provenientes de flores de individuos diferentes
foram transferidas para o estigma de flores emasculadas, de outros individuos; autopolinizacdo
manual — polinias foram depositadas no estigma da propria flor; autopolinizacdo espontanea -
botdes florais foram ensacados sem tratamento posterior; controle - foram marcados botdes

destinados a verificar a formacao de frutos sob condi¢gdes naturais.

Em E. brasiliensis, cada um dos tratamentos correspondentes aos testes foram
distribuidos em diversos individuos como segue: agamospermia — trés; polinizacdo cruzada
manual — trés; autopolinizacdo manual — dois; autopolinizacdo espontdnea — dois; controle
(condigdes naturais) — nove individuos. No entanto, em E. crinipes, devido a dificuldade de acesso

as plantas no campo, todos os tratamentos foram feitos em dois individuos.
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Cerca de cinco meses apos a realizacdo dos tratamentos, os frutos de E. brasiliensis
resultantes foram coletados e sua massa fresca foi pesada em uma balanga de precisio AND® HR-
200. Os frutos foram secos em estufa (circulagdo de ar forgada, a 60° C por 48 h) e a seguir sua
massa seca também foi pesada. Os dados de massa fresca e seca foram testados para sua
normalidade através do teste de Ryan-Joiner. Para detectar e analisar, respectivamente, as
diferengas nos pesos dos frutos de acordo com o tratamento dos experimentos de polinizagdo,
comparando os valores centrais de massa fresca e seca foi utilizado o teste para dados com
distribuicao livre de Kruskal-Wallis (H) e o teste do sinal. As analises estatisticas foram rodadas

com o pacote estatistico Minitab (Alin 2010).

Para avaliar a possibilidade de cruzamentos interespecificos, no local de co-ocorréncia
das duas espécies foram realizados cruzamentos entre trés individuos de E. crinipes e um de E.
brasiliensis. Foram feitas deposi¢des de polinias de E. crinipes em estigmas de E. brasiliensis

(n=11) e deposicdes de polinias de E. brasiliensis em estigmas de E. crinipes (n=10).

Eficiéncia na transferéncia de polen

Em E. brasiliensis as taxas de remocao e deposicao de polinarios foram anotadas de
acordo com o seguinte: polindrio intacto, polinario removido e polinario depositado na superficie
estigmatica. Durante o periodo de pico de floracdo, no més de fevereiro de 2008, foram observadas
todas as flores de trés individuos de uma populagdo totalizando 62 flores. Este estudo foi feito em
dois dias com um intervalo de uma semana entre os dias de observacdo, para evitar repetir
observagdes na mesma flor. Assim, foi possivel estimar o sucesso reprodutivo feminino (SRF) e o
sucesso reprodutivo masculino (SRM), como também a eficiéncia na transferéncia de pdlen (ETF)
ou a eficiéncia do servico de polinizacdo Para as estimativas, foram utilizadas as seguintes

formulas (modificado de Peter & Johnson 2009):
SRF = (polinarios depositados/total de flores) x 100
SEM = (polinarios removidos/total de flores) x100

ETF = (polindrios depositados/polinarios removidos) x 100
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Foram contabilizados como tendo polinarios depositados, apenas as flores que

continham polinérios inteiros visivelmente fixados ao estigma.

Visitantes florais e polinizadores

As observacdes dos visitantes florais foram feitas periodicamente, durante os meses de
floracdo, abrangendo o periodo diurno e crepuscular da antese floral. Foram observados grupos de
trés ou mais individuos, pois as espécies ocorrem em manchas. E. brasiliensis foi observada
durante os periodos de floragao de 2008 (janeiro a margo), 2009 (janeiro) ¢ 2009/2010 (dezembro a
janeiro). E. crinipes foi observada somente em janeiro de 2010. Foram totalizadas 64 horas de
observagdes, das 06:00h as 18:00h, para E. brasiliensis e 12 horas, das 9:00h as 15:00h para E.
crinipes. Em Elleanthus brasiliensis, também foram realizadas observagdes crepusculares, das 18h
as 19h. Os visitantes florais que removeram polinias foram considerados polinizadores (Borba &
Braga 2003). As horas de observagdes em E. crinipes foram menores devido ao dificil acesso as
plantas (trés horas de caminhada para chegar as populagdes) e as condi¢des adversas do clima

como, ameaca de chuva e intensa cerracao pela neblina impedindo a continuidade dos estudos.

As frequéncias relativas dos visitantes foram estimadas a partir das observagdes,
contando quantos minutos do tempo de observagao determinados visitantes estavam presentes, uma
vez que ndo era possivel estimar o numero exato de visitas das abelhas Trigona sp. que, em
determinados dias, permaneciam dezenas de minutos em um unico individuo, com varias abelhas
visitando o mesmo individuo simultaneamente. Assim sendo, uma visita longa por abelhas,
contabilizava varias unidades, uma para cada minuto em que foram observadas abelhas nas flores.
No caso dos outros visitantes (beija-flores e borboletas, por exemplo) as visitas duravam menos de
um minuto, e cada visita era registrada como uma unidade. Além disso, foram contados quantos
individuos do grupo de E. brasiliensis e de E. crinipes eram visitados a cada observacdao de
visitante. Também foi verificada a agdo da mucilagem que envolve as flores de E. brasiliensis

sobre as atividades dos visitantes florais.

O comportamento dos visitantes foi interpretado através de observacao visual direta ou
da analise de imagens digitais. Os insetos visitantes foram capturados com rede entomolégica,

sacrificados em camaras mortiferas com acetato de etila e devidamente registrados com o nome ou
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numero da planta visitada, assim como o horario de coleta. Apos este processo os espécimes foram
montados e etiquetados para posterior identificacdo. Visitantes florais ndo capturados foram
fotografados para posterior identificagdo, feita com auxilio de literatura especializada e através de
comparagdes com colegdes de referéncia do Museu de Zoologia da Universidade Estadual de
Campinas (ZUEC) ou com auxilio de especialistas quando necessario. Apds a identificacdo, os
insetos foram depositados na cole¢do do referido museu. Os materiais testemunhos das plantas

foram depositados no Herbario UEC.

RESULTADOS

Habito e Fenologia

As espécies E. brasiliensis ¢ E. crinipes possuem habito cespitoso (Figura 1C e E). Os
individuos de E. brasiliensis sdo epifiticos, enquanto os de E. crinipes podem ser epifiticos ou
terricolas. Com relacdo a fenofase vegetativa estas espécies apresentam crescimento durante todo o
ano com desenvolvimento continuo de novos caules (ndo sendo possivel a distingdo de uma época
de pico de crescimento) e constante renovagao das folhas, uma vez que a emissdo e queda também
ocorrem ao longo do ano (Tabela 1). Por outro lado, as fenofases reprodutivas, de floragao e
frutificacdo, ocorrem uma vez ao ano, quando os caules maduros de uma touceira produzem flores

em seu apice. Cada caule produz apenas uma inflorescéncia.

A floracdo de ambas as espécies ocorre de janeiro a mar¢o, com um pico de fevereiro a
marco em E. brasiliensis ¢ em fevereiro o de E. crinipes (Tabela 1). A fase de frutificagdo destas
espécies se estende de fevereiro a setembro e o pico de deiscéncia dos frutos ocorre de junho a

agosto (Tabela 1).
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Tabela 1. Fenofases de Elleanthus brasiliensis e E. crinipes (entre paréntesis) no Parque Estadual da Serra do Mar,
Sdo Paulo. - indica a ocorréncia do evento fenologico e X indica o pico de intensidade do evento (no caso de
frutificagdo, indica o pico de deiscéncia dos frutos). Por fenofases vegetativas entenda-se emissido de caules, de folhas

e senescéncia foliar.

Evento jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez
Fenofases ) ) ) } ; ; . - ; - - -
vegetativas

Floragdo -() X(X) X()
Frutificagdo -0 - (B -6 - XX XX) -0()

Biologia floral

Ambas as espécies possuem inflorescéncias espiciformes: em E. brasiliensis a espiga ¢
congesta e globuliforme e em E. crinipes a espiga ¢ laxa e alongada. Os caules com inflorescéncias
sao pendentes em E. brasiliensis e eretos em E. crinipes com as flores em disposi¢do espiralada. As
bracteas florais sdo pouco desenvolvidas, ndo ultrapassando as flores, e avermelhadas em E.
brasiliensis. Estas sdo bem desenvolvidas, ultrapassando o comprimento das flores, de colora¢ao

levemente rosada em E. crinipes (Figura 2A-C).

A presenca de uma espessa camada de substancia gelatinosa recobrindo as bracteas florais, a
base das flores abertas e os botdes florais, chamou a aten¢ao nas inflorescéncias de E. brasiliensis

(Figura 2A-B, setas), sendo uma caracteristica distintiva entre as duas espécies.
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Figura 2. Inflorescéncias de Elleanthus brasiliensis e E. crinipes (A-C) no Parque Estadual da Serra do Mar, Séo
Paulo. A. Inflorescéncia de E. brasiliensis com botdes encobertos pela mucilagem (seta). B. Vista lateral da
inflorescéncia de E. brasiliensis evidenciando a mucilagem na base das flores (seta). C. Inflorescéncia de E. crinipes

com bracteas vistosas e sem mucilagem. Barras de escala: A=3 cm, B=2cm, C=1 cm.
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As inflorescéncias de E. brasiliensis sdo cobertas por mucilagem, mas por ocasido da
antese as flores sdo expostas acima da mucilagem (Figura 2A e B, setas). O teste com refratdmetro
manual ndo detectou agucares dissolvidos na mucilagem. As flores sdo ressupinadas de maneira
que o labelo se encontra na parte superior da flor e a coluna na parte inferior (Figuras 2A e B, 8A),
as sépalas possuem coloragdao rosada com pétalas e labelo brancos com duas manchas lilases no
labelo (Figuras 2A, 3A). O labelo apresenta um calo na base (Figura 7A) que € responsavel pela
secrecao do néctar. Além disso, a coluna possui um apéndice que se projeta em dire¢do ao labelo
(Figura 3B, 8A), protegendo o calo e formando uma camara nectarifera (Figura 7A). A antera ¢
operculada, de cor branca e violacea, e porta um polinario composto por oito polinias de cor
branca.

Em E. brasiliensis, as flores abrem seqiiencialmente da parte basal para a parte apical da
inflorescéncia e sdo produzidas 12-55 flores por inflorescéncia (n=18) que, por sua vez, pode portar
de 1 a 10 flores abertas simultaneamente. Nao ha horario predominante para a ocorréncia da
abertura completa da flor, havendo flores disponiveis em diferentes estagios de antese durante
todas as horas do dia. As flores tém duragdo de dois a quatro dias, sendo que durante o primeiro dia
da antese apresentam o labelo enrolado simulando um tubo estreito (ca. 7 mm de didmetro) que se
torna mais amplo (ca. 11 mm de diametro) a partir do segundo dia (Figura 3A). Ao longo do
primeiro dia ocorre um tipo de protandria que consiste na apresentacao apenas das polinias e a
partir do segundo dia ocorre o crescimento e alongamento da coluna expondo a superficie
estigmatica (Figura 3A, B).

A regido estigmatica, embora receptiva desde a fase de botdo até a de senescéncia, ndo
esta acessivel aos visitantes no primeiro dia, pois esta fica voltada para o labelo, impedindo a
deposi¢do de polen pelos visitantes. Ao segundo dia, a coluna se alonga e expde a superficie
estigmatica aos visitantes florais. No final do terceiro dia inicia-se o processo de fenecimento que
se caracteriza pela perda de turgidez das fimbrias do labelo. Quando nao fertilizadas, as flores
fenecidas podem se desprender ou permanecer presas as bracteas florais.

As flores de E. brasiliensis imersas em solucdo de vermelho neutro tiveram apenas a
superficie interna do labelo corada, indicando a existéncia de células em atividade. Entretanto, ndo

foi detectado odor, que poderia resultar dessa atividade, em qualquer periodo da vida da flor.
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Figura 3. Alteragdes na abertura do tubo floral e exposi¢do da superficie estigmatica em Elleanthus brasiliensis no
Parque Estadual da Serra do Mar, Sdo Paulo. A. Flores em vista frontal evidenciando mudangas no diametro da
abertura do tubo floral e exposicdo da superficie estigmatica. B. Colunas em vista lateral mostrando alteragdes no
formato (curvatura) e comprimento da coluna. Setas indicam o viscidio; a = apéndice da coluna; st = superficie

estigmatica. Direita, flor de primeiro dia; esquerda, segundo dia. Barras de escala: A =B =5 mm.
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As flores de E. brasiliensis apresentam volume total de néctar de 4,15 + 2,93 puL (n = 72)
com concentragdo de agticares de 21,11 £ 5,27 % (n = 66) (Tabela 2). Houve variagdo significativa
no volume de néctar entre flores de primeiro e segundo dia, sem diferencas entre as de segundo e
terceiro dia (Tukey, IC = 95%) (Figura 4). Portanto, pode-se dizer que ha uma tendéncia de
producao continua seguida de uma estabilizacdo no final da antese da flor, sem reabsor¢do de
néctar, uma vez que o volume de néctar aumentou até o segundo dia de antese e se estabilizou ao
terceiro dia (Figura 4). Nao houve variagdes significativas na concentragdo do néctar entre flores de
primeiro e segundo ou terceiro dia (Tukey, IC = 95%). O volume standing crop foi pouco menor,
3,05+ 2,09 uL (n = 10 que o volume total, mas a concentragdo de agucares foi bastante semelhante,
21,27 + 6,35% (n = 6. Ambos os valores ndo diferiram significativamente dos valores de flores
ensacadas (t = 1,48; gl = 14; P = 0,16; t = -0,06; g.l. = 5; P = 0,95; respectivamente). A
composi¢do quimica de agucares evidenciou um néctar dominado por sacarose (mais de 90%). O
restante dos solutos ¢ composto por frutose e glicose (menos de 10%), sendo a concentracao de

frutose um pouco maior que a de glicose (Tabela 2).

254
20+
154
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b (n=39)

a(w —® ab (n=4)

Volume de néctar (uL)
(9]

-10 1

-151

1 2 3

Idade da flor (dias)

Figura 4. Variacdo no volume de néctar das flores de Elleanthus brasiliensis com diferentes idades inferidas pelas
caracteristicas do labelo, no Parque Estadual da Serra do Mar, Sdo Paulo. Médias com intervalos de confianca (IC) de

95%. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa no teste de Tukey (IC = 95%).
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As inflorescéncias de E. crinipes ndo apresentam mucilagem evidente. As flores nao sao
ressupinadas e estdo dispostas em diversas posi¢cdes, com seus labelos voltados para o eixo da
inflorescéncia, as vezes formando um circulo de flores em torno deste eixo (Figura 2C). As flores
sd0 menores que as de E. brasiliensis, com ca. de 1,2 cm de comprimento, ¢ parcialmente
envolvidas por bracteas de cor rosa claro (Figura 2C) e t€ém a forma de um pequeno tubo com ca.
de 6 mm de didmetro ndo havendo alteracdes no didmetro perceptiveis no decorrer da antese. As
pétalas e o labelo apresentam coloragdo creme, as oito polinias apresentam colora¢do branca ou
creme e o restante da antera operculada ¢ violeta, formando uma mancha que indica a entrada do
tubo. O labelo possui o calo nectarifero na base, entretanto, a coluna nio apresenta o apéndice
(Figura 7E) caracteristico de E. brasiliensis, e o néctar se acumula em goticulas ao redor do calo.
Também ocorre protandria e o estigma se apresenta receptivo desde a fase de botdo até o fim da
antese, mas ¢ acessivel aos visitantes apenas a partir do segundo dia de antese, devido ao
alongamento da coluna. A abertura das flores da-se em seqiiéncia da parte basal para a parte apical
da inflorescéncia e sdo produzidas 12-29 flores/inflorescéncia (n=13). As flores t€ém duragao de
dois a quatro dias e uma inflorescéncia pode conter de 1 a 8 flores em antese simultaneamente. Nao
foi observada a presenga de regides com células em atividade através do teste do vermelho e ndo

foi detectado odor em qualquer fase de vida da flor.

Foi registrado volume total de néctar de 3,00 + 2,12 uL ( n = 10) e concentracdo de
acucares de 20,41 + 7,34 % (n = 7) (Tabela 2). Portanto, o néctar tem volume e concentragdo
semelhantes aos de E. brasiliensis (t = 1,53; g.l. =14 ; P =0,15;t = 0,24 ; g.l. = 6; P = 0,82;
respectivamente; Tabela 2), caracterizando um recurso escasso. Nesta espécie a composicao

quimica de acucares do néctar ¢ semelhante a de E. brasiliensis (Tabela 2).
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Tabela 2. Volume do néctar e concentracdo de agucares em Elleanthus brasiliensis e E. crinipes no Parque Estadual da Serra do Mar, Sao Paulo. Valores médios
seguidos do desvio padrdo. Entre paréntesis, quantidade de flores. Para volume e concentra¢do de néctar, valores seguidos de letras iguais, na linha ou na coluna,

nao diferiram significativamente pelo teste . A proporg¢do de agtcares ¢ dada por r e a de hexoses por hr.

~ Massa
Volume de Concentracio de Volume Concentrago de Energia
Espécie . . o standing crop  standing crop  Glicose (%) Frutose (%) Sacarose (%) . hr
néctar (uL) acucares (%) o acucares (cal)
(nL) (o)
(mg)

brasgt:ensis 4,15£2,93(72)ac  21,11£5,27(66)bd  3,05+£2,09(10)c  21,27+6,35(6)d 1,46+3,03(3) 2,00+2,25(3) 96,55+5,28(3) 0,52 2,10 27,93 0,73
E. crinipes 3+2,12(10)a 20,41+7,34(7)b - - 2,13£1,93(2) 2,25+1,96(2) 95,63+3,89(2) 0,32 1,30 21,88 0,95
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Sistema reprodutivo e compatibilidade interespecifica

Quanto ao sistema de reproducdo de Elleanthus brasiliensis e E. crinipes os resultados
indicam que ndo ocorre agamospermia € nem autopolinizacdo espontdnea em ambas. As duas
espécies sdo autocompativeis, uma vez que formam frutos por autopolinizagdo manual (Tabela 3).
E interessante notar que a formacdo de frutos em condi¢des naturais (controle) é bem mais baixa

que a formacgao de frutos por polinizacao cruzada manual (Tabela 3).

Em E. brasiliensis houve maior formacao de frutos no tratamento de autopoliniza¢do manual,
seguida por polinizacdo cruzada manual e controle, ao passo que em E. crinipes, maior formagao
de frutos ocorreu no tratamento de polinizagdo cruzada manual, seguida por autopolinizagdo
manual e controle (Tabela 3). Contudo, em ambas as espécies, os tratamentos de autopolinizacao
manual e polinizagdo cruzada manual ndo apresentaram relagdo com a maior taxa de frutificacdo
quando submetidos ao teste qui-quadrado (E. brasiliensis: X2=1,16; g.l.=1; P=0,.28; E. crinipes:
X2 =2,06; g.l. =1; P = 1,15). Por outro lado, nas duas espécies, os tratamentos mencionados acima
mostraram relacdo com os maiores valores de frutificagdo, quando analisados junto ao controle,
condigOes naturais (E. brasiliensis: X22105,92; g.l.=2; P<0,001; E. crinipes: X2=28,39; gl.=2;P
<0,001).

Ainda em E. brasiliensis, diferengas significativas foram encontradas entre os valores de
massa fresca (H = 13,08; g.I. = 2; P =0,001) e massa seca (H = 31,65; g.. =2; P < 0,001) dos
diferentes tratamentos realizados. Especificamente com relacdo a massa fresca, frutos resultantes
de condi¢des naturais ndo diferiram significativamente nem dos de polinizagdo cruzada manual
nem dos de autopolinizagdo manual, enquanto houve diferenga significativa entre os valores destes

dois ultimos tratamentos pelo teste do sinal

IC = 95%). Por outro lado, a massa seca de frutos resultantes de condi¢gdes naturais (controle)
e de poliniza¢do cruzada manual apresentou valores significativamente maiores em relagdo aos
resultantes de autopolinizagdo manual, estes primeiros nao diferindo entre si pelo referido teste

(Figura 5).

As duas espécies co-ocorrem nas areas acima de 800 m de altitude, com épocas de floracao
sobreposta e sdo expostas ao mesmo tipo de polinizador (beija-flores). Entretanto, cruzamentos
interespecificos experimentais entre as duas espécies ndo resultaram em hibridos (Tabela 3),

tampouco foram observados individuos com caracteristicas hibridas nas areas estudadas.
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Tabela 3. Resultados dos experimentos de polinizagdes controladas ¢ formacdo de frutos em condi¢des naturais
(controle) de Elleanthus brasiliensis e E. crinipes no Parque Estadual da Serra do Mar, Sdo Paulo. Os valores fora dos
parénteses representam a percentagem da razdo de frutos formados sobre flores tratadas. Entre parénteses consta o
numero de flores utilizadas em cada tratamento. Nos tratamentos “x E. brasiliensis” e “x E. crinipes” as espécies

indicadas com (*) foram receptoras de polen para os cruzamentos interespecificos.

Tratamentos
Espécie
Agamospermia Autopolinizagdo o Polinizagdo  Controle
Autopolinizagio ) x E. x E.
(emasculadas e espontanea cruzada (condigdes
manual ) crinipes  brasiliensis
ensacadas) (ensacadas) manual naturais)
E.
0(66) 0(160) 83,33(66) 75,76(66)  30,39(510)  0(11) -

brasiliensis*
E. crinipes* 0(20) 0(32) 42,31(26) 64,71(17)  16,73(245) - 0(10)
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Figura 5. Massa fresca e massa seca (mg) de frutos resultantes de condicées naturais (controle, n=20 e n=153,
respectivamente) e dos tratamentos de polinizacdo cruzada manual (n=20 e n=44, idem) e autopoliniza¢do manual
(n=20 e n=49, idem) de Elleanthus brasiliensis no Parque Estadual da Serra do Mar, Sdo Paulo. De baixo para cima no
eixo Y: valores minimo, méximo, 1° quartil, mediana, 3° quartil. Asteriscos indicam valores discrepantes. Letras iguais
indicam que ndo ha diferencas entre os tratamentos ¢ letras distintas que ha diferengas significativas pelo teste do sinal

com IC a 95%.
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Eficiéncia na transferéncia de polen

Durante o periodo de pico de floragdo de E. brasiliensis foi observado um sucesso
reprodutivo feminino de 12,9%, e masculino de 53,23% o que gerou uma eficiéncia na
transferéncia de polen de 24,24%, ou seja, esta é a propor¢ao de polinarios removidos que foram

efetivamente transportados para os estigmas durante o periodo citado.

Visitantes florais e polinizadores

Durante as observacdes as flores de E. brasiliensis foram registrados os seguintes visitantes
(por ordem de maior freqiiéncia de visitacdo): abelhas Trigona spinipes (Meliponini, Figura 6A ¢
B), beija-flores Ramphodon naevius (Phaethornithinae, Figura 6C) e Thalurania glaucopis
(Trochilinae, fémea: Figura 6D, macho: Figura 6E), borboleta Astraptes fulgerator (Hesperiidae,
Figura 6F) e a mosca-da-fruta (Tephritidae) (Tabela 4).

Também foram avistadas outras espécies de borboletas Hesperiidae e outros beija-flores
Florisuga fusca e Amazilia versicolor (Trochilinae) como visitantes ocasionais € menos freqiientes.
Além destes, foram observadas formigas nas flores de algumas plantas que, devido ao seu diminuto
tamanho (menor que 3 mm) foram descartadas como vetores capazes de remover e depositar

polinias.

Entre os visitantes que realizaram visitas legitimas e contataram as partes reprodutivas as
abelhas Trigona spinipes, embora bastante freqilientes, foram observadas removendo polinias
apenas durante um Unico dia, no inicio do periodo de floracdo (Tabela 4). Estas abelhas percorrem
diversas partes da flor (Figura 6A) e ao entrar no tubo floral para tomar néctar contatam o viscidio
e as polinias podem aderir na parte superior do torax. Os individuos podem permanecer varios
minutos em uma touceira, tendo um deslocamento lento entre flores e entre individuos (Tabela 4).
Apesar disso, durante o pico de floracdo, foi observado que essas pequenas abelhas visitavam
apenas as flores de segundo dia, cujo tubo possui maior abertura que as de primeiro dia, dessa
forma ndo contatavam o viscidio e conseqlientemente ndo removiam o polindrio em consequéncia
do seu diminuto tamanho (Figura 6B). A atividade destas abelhas ocorria principalmente no
periodo da manha, mas se estendia ao longo do dia.

Por sua vez, os colibris efetuaram a remog¢ao e/ou deposi¢cdo de polinias no decorrer de

todo o periodo de floragdo. Ramphodon naevius e Thalurania glaucopis (Figura 6C, D, E) foram
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avistados com freqiiéncia removendo polinarios que aderem na ponta da mandibula inferior do bico
(Figura 7B).

A freqiliéncia de visitas dessas aves ¢ relativamente baixa (Tabela 4), mas as visitas sdo
curtas (ndo mais que 30 seg.) e resultam em um deslocamento rapido entre flores, inflorescéncias e
individuos. Nao foi notada preferéncia de visitas a flores em diferentes fases. As visitas se
concentravam no periodo da manha, sendo esparsas nas horas quentes do dia e a tarde aumentavam
ligeiramente. De modo geral as visitas de R. naevius ocorriam em linhas de captura e foram
comuns repetidas visitas a0 mesmo grupo de individuos no mesmo dia. Nenhuma das espécies
apresentou comportamento territorial, mesmo em individuos com mais de 20 inflorescéncias
(Figura 1C). Ocasionalmente, alguns beija-flores, apos uma série de visitas, pousavam em um ramo
e tentavam limpar o bico, que carregava varios polindrios, esfregando-o repetidamente contra o
ramo. Entretanto, na maioria das visitas o beija-flor parecia ndo se incomodar nem interrompia uma
série de visitas, devido a presenca de polinarios em seu bico.

A remocao dos polinarios de E. brasiliensis pelos colibris ¢ decorrente de um mecanismo
de alavanca da coluna e ocorre quando a ponta de seu bico empurra o apéndice para tras (Figura
7A), fato que ocasiona o deslocamento da parte anterior da coluna, com o viscidio e o polindrio, em
dire¢do a parte inferior do bico do beija-flor, ocasido em que os polinarios aderem ao bico. Como a
inflorescéncia ¢ pendente e as flores estao dispostas em circulo, os beija-flores tém que contorna-la
para visitar cada uma delas, o que ocasiona um mesmo tipo de abordagem as flores e, portanto,
ocasiona a aderéncia dos polinarios sempre na parte inferior do bico. A deposicao de polinias na
superficie estigmatica também ocorre pelo mecanismo de alavanca. Este mecanismo s6 € possivel
gracas a existéncia de um estreitamento da coluna entre a regido do apéndice e sua ligagdo com
ovario. Em flores conservadas em etanol 70%, essa regido mais estreita se mostrou mais flexivel do

que as demais partes da coluna, possibilitando o movimento da coluna.

Todos os visitantes avistados acessavam o néctar por vias legitimas, isto ¢, através do tubo
floral formado pelo labelo e ndo foi observado interesse dos visitantes pela mucilagem, a qual
sempre evitavam. No entanto, as cores vistosas das inflorescéncias refratadas pela mucilagem
brilhante provavelmente atrairam aves frugivoras, pois foram encontradas inflorescéncias

completamente destruidas, isto ¢, flores e botdes arrancados.

Em E. crinipes foi observada uma visita do beija-flor 7. glaucopis (Figura 7D), o qual

efetivamente removeu polinias, visitando as flores de vérias inflorescéncias de um individuo. A
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remoc¢ao dos polinarios ndo ocorre pelo mecanismo de alavanca, uma vez que a coluna nao
apresenta o apéndice, apresentando a superficie adaxial plana e continua em rela¢do a superficie
estigmatica. A remog¢do de polindrios ¢ decorrente do fato do tubo floral ser estreito (mais do que
em E. brasiliensis), mas com espago suficiente para caber o bico do beija-flor que contata os
polinarios (Figura 7E). A deposic¢ao de polinias no estigma ocorre de modo semelhante ao da sua

retirada.

Dependendo do comportamento na abordagem do beija-flor a inflorescéncia, a aderéncia
dos polinarios ocorre na parte superior do bico (Figura 7F) uma vez que a flor ndo ¢ ressupinada.
Entretanto, como a inflorescéncia ¢ ereta e relativamente pequena, os beija-flores ndo necessitam
contorna-la o que resulta em uma abordagem diferencial das flores e também a deposicao

diferencial dos polindrios que pode ser na parte lateral ou inferior do bico.

Além de T. glaucopis, foram observados na area de estudo os beija-flores Clytolaema
rubricauda, F. fusca, Leucochloris albicollis (Trochilinae), outros possiveis polinizadores de E.
crinipes ¢ de E. brasiliensis que também ocorre nessa area. Nas areas de maior altitude, nao foram
observadas visitas por abelhas e borboletas em E. crinipes € nem em E. brasiliensis. Alias, nessa
area ndo foram observadas abelhas do género Trigona, apenas abelhas de maior porte que

visitavam flores de outras espécies.

Nas areas de estudo de ambas as espécies, foi observado que os colibris avistados quando
proximos a outras plantas ornitofilas, principalmente bromélias (Nidularium spp. e Vriesia spp., por

exemplo) preferiam estas as Elleanthus.
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Tabela 4. Frequéncias relativas e nimero de individuos visitados por observagdo (média + desvio padrdo) em

Elleanthus brasiliensis no Parque Estadual da Serra do Mar, Sao Paulo.

Frequéncia relativa de visitas Individuos
Visitante
(%) visitados/observacio
Trigona spinipes 93,53 1
Ramphodon naevius* 3,45 1,31+0,63
Thalurania glaucopis* 2,16 1,17+0,41
Tephritidae 0,65 1
Hesperiidae 0,22 1

Os polinizadores atuantes durante todo o periodo de floragdo estdo assinalados com *, sendo R. naevius o principal
polinizador. Visitantes que ndo apresentam desvio padrdo da média de individuos visitados foram observados em apenas

um individuo durante todas as observagdes de campo.
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Figura 6. Visitantes florais de Elleanthus brasiliensis (A-E) no Parque Estadual da Serra do Mar, Sdo Paulo. A. Abelhas
Trigona spinipes em varias partes das flores. B. Detalhe da posicdo de T. spinipes para tomar néctar. C. Beija-flor
Ramphodon naevius visitando inflorescéncia. D e E. Beija-flores Thalurania glaucopis fémea e macho, respectivamente em
visitas as inflorescéncias. F. Borboleta Astraptes fulgerator em visita a flor. Barras de escala: A=B=1cm; C=D=E=10

cm; F=2cm.
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Figura 7. Visitas de beija-flores as flores de Elleanthus brasiliensis e E. crinipes, detalhes das relagdes dos bicos com
as flores (em cortes longitudinais) e das polinias aderidas aos bicos (A-F) no Parque Estadual da Serra do Mar, Sdo
Paulo. A. Relagdo do bico de Ramphodon naevius com a flor de E. brasiliensis: notar o contato da ponta do bico com o
apéndice do labelo. B. Detalhe do bico de R. naevius com polinias aderidas na parte inferior do bico. C. Visita de
Thalurania glaucopis (fémea) a flor de Elleanthus brasiliensis. D. Visita de T. glaucopis (macho) a flor de E. crinipes.
E. Relagdo do bico de 7. glaucopis com a flor de E. crinipes: notar que ndo ha apéndice na coluna e o tubo floral ¢
estreito. F. Detalhe do bico de T. glaucopis com polinias aderidas na parte superior do bico. Barras de escala de 1 cm, a
= apéndice da coluna, ¢ = calo do labelo, n = camara nectarifera, co = coluna, p = polinario, m = mucilagem, st =

superficie estigmatica.

DISCUSSAO

Fenologia

Temperaturas amenas e a disponibilidade de agua, como ¢ o caso na Mata Atlantica do
litoral norte do estado de Sao Paulo, permitem uma fenofase vegetativa continua de E. brasiliensis
e E. crinipes ao longo do ano. Além disso, o habito cespitoso dessas espécies favorece o
desenvolvimento de ramos em varias fases da planta, de modo que durante o periodo de floragdo ha
ramos com flores e outros em crescimento. A floracao do tipo anual (no conceito de Newstrom et
al. 1994) de ambas as espécies € uma caracteristica comum a maioria das espécies de Orchidaceae

(Dressler 1993; Pridgeon et al. 2006).

A fenologia reprodutiva das duas espécies ocorre no verdo, quando a estagdo, com dias
mais longos, propicia maior incidéncia de luz e maiores indices de umidade atmosférica e de
pluviosidade. Esta estratégia, de acordo com Miller et al. (1996) e Pansarin & Pansarin (2008),
coincide com a da maioria das espécies de Orchidaceae na Mata Atlantica que floresce na estagao

chuvosa, que abrange a primavera e o verao.

Biologia floral

As bracteas vistosas, avermelhadas em E. brasiliensis ¢ rosadas em E. crinipes,

contrastam com a cor das flores e, de acordo com Van der Pijl & Dodson (1966) atuam na atragdo
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de aves, visitantes visualmente orientados. Nas duas espécies, o padrao de cores, assim como sua
forma e disposicdo na inflorescéncia assemelham-se aos de bromélias ornitofilas (7illandsia
stricta, Nidularium spp., por exemplo) e sdo caracteristicas associadas a polinizacdo por beija-
flores. Com excegao de espécies polinizadas por engano, a curta duracao das flores em Orchidaceae
¢ comum como na maioria das plantas (Primack 1985) e pode ser influenciada pelos eventos de

polinizagdo que tem o efeito de acelerar a senescéncia (Strauss & Arditti 1984).

Em ambas as espécies a protandria influencia na remog¢ao e deposi¢do de polinarios, uma
vez que em flores de primeiro dia, ha maior probabilidade da retirada em detrimento da deposicao e

nas de segundo dia, s3o maiores as chances de deposi¢ao dos polinarios no estigma.

Este tipo de protandria, caracterizado pela mudanga de formato da coluna e conseqiiente
exposi¢do da superficie estigmatica a partir do segundo dia, ja foi descrito por Singer (2003) para
E. brasiliensis, mas ndo era conhecido para E. crinipes. Nao se trata de um mecanismo comum em
orquideas. Estudos apontam que ndo s6 a protandria, como também a abertura em seqiiéncia das
flores, além de outros mecanismos, seriam caracteristicas que favoreceriam a poliniza¢ao cruzada

em orquideas autocompativeis (Johnson & Edwards 2000; Tremblay et al. 2006).

O local de fixagdo dos polinarios de E. brasiliensis na parte inferior do bico do beija-flor
pode ser vantajoso, pois provavelmente torna a visualizacdo dos polinarios mais dificil evitando
que os beija-flores limpem o bico. Contudo, os animais podem perceber a presenca dos polinarios
em seus bicos de outra forma que ndo a visual, o que os levaria a pousar para limpar o bico. No
entanto, os beija-flores geralmente visitam certo nimero de flores antes de limpar o bico (Sick
1984; Canela & Sazima 2003). Por outro lado, em E. crinipes a fixagdo dos polinarios - com
excecao de deposicoes na parte inferior e lateral do bico - ao ocorrer na parte superior do bico do

beija-flor a limpeza do bico pode estar interferindo no sucesso reprodutivo da espécie.

Os resultados de volume de néctar e formagdo de frutos e suas provaveis implicagdes na
evolucdo dessas plantas podem ser interpretados de pelo menos duas maneiras, de acordo com a
literatura sobre producao de néctar e frutificacdo em Orchidaceae (Ackerman et al. 1994; Galetto et

al. 1997; Rodriguez-Robles et al. 1992; Smithson & Gigord 2001).

A primeira interpretagdo seria a de que o parco volume de néctar dos Elleanthus
estudados - um recurso escasso, segundo Ackerman et al. (1994) - seria responsavel por baixas

freqiiéncias de visitacdo pelos polinizadores que ocasionariam uma producdo de frutos muito
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abaixo (cerca de 50%) da potencial (obtida por polinizagdes manuais). Isto ocorreria porque,
durante o periodo de floragdo, muitas outras plantas produtoras de néctar (Bromeliaceae,
Lobeliaceae e Heliconiaceae, por exemplo) estdo em flor oferecendo recursos muito mais ricos em
energia que o oferecido por Elleanthus (ver apéndice de Buzato et al. 2000). Os polinizadores
prefeririam entdo visitar outras plantas na maior parte do tempo de seu forrageamento, deixando
Elleanthus em segundo plano. De fato, foi observada uma preferéncia dos beija-flores por
bromélias: quando estas se localizavam ao lado de E. brasiliensis e E. crinipes, estas Ultimas eram
ignoradas na maioria das visitas dos animais ao local observado.

A segunda alternativa seria a de que o volume de néctar de ambas as espécies, mesmo
baixo, mas continuo até o final da antese, atrairia visitantes o bastante para garantir uma produgao
de frutos abaixo do potencial para aquela estacdo, mas garantindo o maximo potencial reprodutivo
ao longo de toda a vida da planta. Isto poderia ocorrer porque, em outras orquideas Epidendroideae,
que sobrevivem em hdabitats com uma grande limitagdo de nutrientes, a producdo de frutos
representa um gasto muito grande de energia, que ocasionaria um atraso no crescimento € uma
menor floracdo e frutificacdo nos anos subseqiientes (Montalvo & Ackerman 1987; Zimmerman &
Aide 1989; Ackerman & Montalvo 1990; Salguero-Faria & Ackerman 1999). Esta interpretacao
condiz com a idéia de que o melhor ajustamento seria obtido quando a planta produzisse o volume
minimo de néctar que atraisse seus polinizadores, presente no trabalho de Lanza ef al. (1995). Além
disso, comparada com a de outras orquideas Epidendroideae, a percentagem de frutificacdo ¢
relativamente alta em condi¢des naturais: mais de 15% nas duas espécies, valores comparaveis aos
que Ackerman et al. (1994) obteve em Comparettia falcata, uma orquidea epifita polinizada por
beija-flores e que oferece volumes de néctar diarios de 3,3-4,0 uL (Rodriguez-Robles et al. 1992).

Em termos de evolugdo, as duas alternativas acima sdo plausiveis tendo em conta que
existem outros gargalos no sucesso reprodutivo de orquideas além do servico de polinizagdo ou da
producdo de frutos e sementes, como germinagdo ¢ estabelecimento das plantulas (Ackerman et al.
1996; Bidartondo & Read 2008). Entretanto sdo necessarios mais estudos — como estudos de adi¢ao
de néctar e acompanhamento das popula¢des por um maior periodo (pelo menos dois anos) — para
aceitar ou refutar qualquer das hipdteses para explicar o volume de néctar e as taxas de frutifica¢do
nas espécies estudadas.

Ademais, a apresentagdo de néctar escasso caracteristica de ambas as espécies deste

estudo também pode ser encontrada em outras orquideas ornitofilas como, por exemplo,
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Comparettia falcata (Rodriguez-Robles et al. 1992; Ackerman et al. 1994), mas nao se trata de
uma regra para Orchidaceae pois outra orquidea ornitédfila, Sacoila lanceolata (Aubl.) Garay,
produz néctar em quantidades muito maiores (Galetto ef al. 1997). Entretanto, o reduzido volume
de néctar nas espécies de Elleanthus estudadas pode ser considerado uma caracteristica favoravel,
pois: (1) induz os beija-flores a visitar diversas flores e diferentes individuos e, (2) nao favorece
comportamento territorial; estes aspectos contribuem para o fluxo de polen entre individuos
resultando em maiores taxas de xenogamia ao invés de geitonogamia. Resultado semelhante foi
obtido em estudos de adi¢do de néctar em espécies de orquideas polinizadas por engano, nas quais
a apresentagdo de pouco ou nenhum recurso pode ser vantajoso, aumentando a xenogamia e
reduzindo a geitonogamia (Johnson & Nilsson 1999; Johnson er al. 2004; Smithson & Gigord
2001; Jersakova et al. 2006).

Os resultados de concentragdo de néctar nas espécies estudadas confirmam os de estudos
anteriores (Bernardello ef al. 1991; Buzato er al. 2000; McDade 2004; Leal et al. 2006) nos quais
uma concentracdo de néctar de 15 a 30% e a predominancia de sacarose ¢ considerada uma
caracteristica de plantas polinizadas por beija-flores, diferente do que ocorre em plantas polinizadas
por outras aves (Johnson & Nicolson 2008). Com relacdo a composi¢do, o néctar destas espécies de
orquideas pode ser classificado como ‘dominado por sacarose’ ou ‘sucrose dominated’, segundo
Baker & Baker (1983b, 1990). Ainda de acordo com estes autores, este tipo de néctar ¢
caracteristico de plantas polinizadas por grandes abelhas, beija-flores e/ou borboletas.

Apesar das evidéncias de glandulas em atividade secretora no labelo de E. brasiliensis, a
presenga de odor, mesmo imperceptivel ao olfato humano, é pouco provavel, uma vez que apenas
foram observados visitantes florais visualmente orientados (beija-flores) ou insetos generalistas e
oportunistas, que também se orientam visualmente, como as abelhas do género Trigona (Villa &
Weiss 1990) e borboletas Hesperiidae (Wiesenborn 2010), por exemplo. Além disso, caracteristicas
como tubo floral relativamente curto (18 mm) e largo (até 11 mm) e a presenca de néctar tornam as
flores de E. brasiliensis atrativas e acessiveis a essa diversidade de visitantes. No entanto, segundo
Van der Pijl & Dodson (1966), outras caracteristicas como, auséncia de plataforma de pouso, cor
avermelhada e contrastante e novamente o odor imperceptivel apontam para a existéncia de

adaptacao a ornitofilia.
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Sistema reprodutivo compatibilidade interespecifica

A formacgdo de frutos em condi¢des naturais (E. brasiliensis = 30,39%; E.crinipes =
16,73%) nao difere muito daquela observada em outras espécies de orquideas tropicais que
oferecem néctar como recurso aos visitantes, apresentando em média 24,9% de formacgao de frutos,

podendo variar de 17 a 41% (Neiland & Wilcock 1998).

Por outro lado, os tratamentos de autopolinizacdes e polinizagdes cruzadas manuais
tiveram maiores percentagens de frutificacdo em relacdo ao de condig¢des naturais (cerca de 50%
mais frutos) em ambas as espécies, o que evidencia a existéncia de recursos para produzir mais
frutos do que o naturalmente produzido no ano do estudo e indica uma provavel limitagdo no
servico de polinizagdo. Situagcdo semelhante ocorreu na orquidea Comparettia falcata (Meléndez-
Ackerman et al. 2000), que apresentou taxas de frutificagdo em polinizacdes manuais maiores que
as de condi¢des naturais em um ano, mas nido manteve as mesmas taxas no ano seguinte
(tratamentos repetidos nos mesmos individuos), mostrando que a limitacdo de recursos pode ser

refletida no sucesso reprodutivo futuro dessa orquidea.

A maior percentagem de formagado de frutos de E. brasiliensis pode estar relacionada a
fixagdo dos polinarios na parte inferior do bico. Este local ¢ menos susceptivel a limpeza do bico e,
portanto, ha maior possibilidade dos polinarios serem depositados no estigma. Por outro lado, em
E. crinipes a limpeza do bico com polinarios na sua parte superior pode ser um dos fatores da
menor porcentagem de formacgdo de frutos. Além disso, o clima (temperaturas baixas, neblina)
adverso resulta em menor diversidade de visitantes e também em menor frequéncia de visitagdo as

plantas, sendo outro fator que pode influenciar no sucesso reprodutivo de E. crinipes.

Outro fator que poderia influenciar negativamente a formacao de frutos nos Elleanthus
estudados seria a preferéncia dos beija-flores polinizadores por outras plantas que ocorrem no
mesmo habitat e que oferecem um recurso mais energético, como exemplos dessas plantas temos
diversas espécies de Bromeliaceae, Lobeliaceaec e Heliconiaceae (ver apéndice de Buzato et al.
2000). Portanto, esses fatores podem influenciar a eficiéncia do servigo de polinizacdo de E.
crinipes, sendo possiveis responsaveis pelo menor sucesso na formagdo de frutos em condigdes

naturais em relagdo a E. brasiliensis.

As massas maiores dos frutos de E. brasiliensis, tanto fresca quanto seca, resultantes

das polinizacdes cruzadas do que os oriundos de autopolinizacdes manuais sao esperadas, sendo
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um aspecto mencionado para Orchidaceae, pois os frutos de polinizagdes cruzadas contém maior
numero de sementes (Peter & Johnson 2009). E interessante notar que os resultados de massa
fresca e seca de frutos de condi¢des naturais de E. brasiliensis se assemelham aos valores
encontrados para poliniza¢des cruzadas manuais, indicando que os polinizadores provavelmente
estdo realizando poliniza¢des cruzadas em sua maioria. A massa menor dos frutos provenientes de
autopolinizacdes sugere a existéncia de depressdo endogadmica como ocorre em outras espécies de
Orchidaceae (Smithson 2006). Com os efeitos negativos da endogamia, a alogamia torna-se uma
vantagem, uma vez que proporciona uma maior ¢ melhor formagao de sementes, mesmo com taxas
de formacao de frutos das polinizagdes cruzadas semelhantes a das autopolinizagdes.

A formagao de hibridos de orquideas co-genéricas ¢ algo raro em condi¢des naturais, uma
vez que ha barreiras pré-zigoticas que separam essas espécies: os polinizadores, época de floracao
e/ou barreiras geograficas. No entanto, cruzamentos interespecificos podem ocorrer se,
eventualmente, alguma dessas barreiras for rompida, sendo uma pratica muito comum a produgao
de hibridos artificiais na floricultura. Entretanto, aparentemente, estas trés barreiras nao atuam
sobre as espécies estudadas, ou seja, possuem polinizadores em comum, florescem na mesma época
e ocorrem em simpatria. Uma barreira entre E. brasiliensis e E. crinipes seria a localiza¢do dos
polinarios no bico dos beija-flores, entretanto mesmo essa nao seria totalmente segura, uma vez que
essa localizacdo pode variar.

Em Orchidaceae, apesar de incontaveis hibridos descritos e comercializados, a ocorréncia
de zonas hibridas na natureza ¢ um evento surpreendentemente raro. Portanto, a ndo ocorréncia de
hibridos nestas espécies indica a existéncia de barreiras pos-polinizacdo que impedem a troca de
genes como, por exemplo, diferengas nos cariotipos que impedem a formagdo ou o
desenvolvimento dos hibridos (Cozzolino et al. 2004).

Cozzolino & Widmer (2005) destacam a importancia de cruzamentos testes para
esclarecer as seguintes questdes: existem outras barreiras ao cruzamento interespecifico em
orquideas simpatricas compartilhando época de floragdo e polinizadores? Caso existam, quais
seriam? As respostas a essas perguntas ajudariam a explicar como tanta diversidade de Orchidaceae
se mantém e evolui na Mata Atlantica, uma vez que a especia¢do através do surgimento de
barreiras genéticas a partir de alteragdes na ploidia ¢ bem conhecida para as Angiospermas (Lowry

et al. 2008).
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Eficiéncia na transferéncia de polen

O sucesso reprodutivo feminino de E. brasiliensis (8/62 = 12,9%) ndo se diferencia
significativamente da proporgio de frutos formados em condi¢des naturais (155/510 = 30,39%) (x*
= 5,18; P = 0,02). Estes resultados indicam que a ETP ndo difere muito do que ocorre
naturalmente ao longo do periodo de floracao, entretanto, pode haver diferengas devido ao pequeno

tamanho amostral e a ndo abrangéncia de todo o periodo de floracgao.

O valor calculado para ETP (24,24%) se aproxima de valores de orquideas melitofilas que
oferecem néctar como as espécies de Acrolophia Pfitzer (38,5 e 39,2%) (Peter & Johnson 2009),
mas ¢ aquém da taxa encontrada por Micheneau et al. (2006) na orquidea ornitofila Angraecum
striatum Thouars (76,2%). Entretanto, Peter & Johnson (2009, Figura 2) apontam para a existéncia
de grande variacdo na eficiéncia na transferéncia de polen (ETP) ao longo do periodo de floragao.

Assim, um estudo abrangendo todo o periodo de floragdo seria mais esclarecedor.

Visitantes florais e polinizadores

Apesar da alta frequéncia relativa de visitas a E. brasiliensis, as abelhas ndo tém papel
importante na reproducdo desta orquidea como os beija-flores, que removeram e transferiram
polinias entre diferentes individuos ao longo de todo o periodo de floragdo. Sendo assim,
considera-se Ramphodon naevius o principal polinizador de E. brasiliensis devido a sua

relativamente alta frequéncia de visitas e alto deslocamento entre os individuos.

Embora R. naevius seja considerado um beija-flor que explora flores com recursos ricos
(altos volumes e concentragdes de néctar) e em linhas de captura (Feinsinger & Cowell 1978; Stiles
& Freeman 1993, Sazima et al. 1995), ndo ¢ raro o registro de visitas a flores cujos recursos sao
relativamente pobres (Tabela 2 em Sazima et al. 1995; Singer 2003), como ¢ o caso de E.
brasiliensis. A julgar pela freqiiéncia de visitas Thalurania glaucopis também ¢ um polinizador
importante, ao passo que Florisuga fusca ¢ um polinizador ocasional. Os demais visitantes atuam
como pilhadores, assim como as formigas observadas em algumas flores. Com relagdo a E.
crinipes, Thalurania glaucopis foi considerado o principal polinizador, entretanto, mais
observagdes sdo necessarias, visto que na regido ocorrem outras espécies de beija-flores que
também podem atuar como polinizadores dessa orquidea, como Calliphlox amethystina,

Clytolaema rubricauda, Leucochloris albicollis e Florisuga fusca (Buzato et al. 2000).
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Tremblay et al. (2005) caracterizam as orquideas polinizadas por aves e as generalistas,
isto ¢, as polinizadas por diversos tipos de agentes, como possuidoras das maiores percentagens de
frutificacdo. Assim sendo, espera-se encontrar percentagens de formacdo de frutos relativamente
altas em ambiente natural, como foi encontrado em ambas as espécies (E. brasiliensis, 30,39%; E.
crinipes, 16,73%). Portanto, pode-se afirmar que a presenca de néctar tem papel realmente
importante na atracdo de visitantes, na polinizacdo e na resultante frutificagdo, pois as percentagens
de frutificagdo para orquideas dependentes de polinizadores que ndo oferecem recursos tendem a
ser bem menores do que as que os oferecem, em média 11,5% variando entre 0,4 e 43% (Neiland &
Wilcock 1998). No entanto, nas espécies estudadas as percentagens altas nos tratamentos com
polinizagdes manuais, mostram a existéncia de limitagcdo no servi¢o de polinizacao oferecido pelos

visitantes.

A mucilagem na inflorescéncia de E. brasiliensis parece ser eficiente contra a pilhagem
de néctar por vias ilegitimas, uma vez que nao houve flores danificadas na base, como ocorre em
numerosas espécies de plantas oferecedoras de néctar (Barrows 1976; Young 1983). Além disso, a
mucilagem (ndo contém agucares), provavelmente funciona como barreira para a maioria das
formigas, protegendo assim botdes e flores. Esta substancia também pode ser uma protecdo contra
a proliferacdo de fungos e microrganismos, caso contenha alguma substancia antimicrobiana. Outra
fungdo dessa mucilagem pode ser a atragao de visitantes visualmente orientados, uma vez que ela
reflete a cor das flores e bracteas florais, tornando a inflorescéncia mais vistosa (Figuras 2B, 7A),
ao refletir a cor das flores a inflorescéncia torna-se mais vistosa. Em E. crinipes, onde a mucilagem
¢ ausente, as bracteas mais desenvolvidas e rigidas podem exercer o papel de prote¢do contra

pilhadores, uma vez que também nao houve pilhagem nas flores em E. crinipes.

O mecanismo de alavanca da coluna observado em E. brasiliensis ¢ semelhante ao de uma
espécie melitofila de Salvia, descrito por Faegri & Van der Pijl (1979). Apesar de haver
consideraveis diferencas entre a forma das flores ¢ dos polinizadores, ambos 0s mecanismos
funcionam com uma alavanca que, ao ser empurrada pelo polinizador, empurra o pdlen (ou
polindrio) na dire¢do do animal. Esse interessante mecanismo, entretanto, ndo havia sido descrito

em Orchidaceae.
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CAPITULO 2

Calos nectariferos no labelo de Elleanthus brasiliensis (Lindl.) Rchb.f. (Orchidaceae:

Sobralieae)

“Orchids manufacture their intricate devices from the common components of
ordinary flowers, parts usually fitted for very different functions. If God had
designed a beautiful machine to reflect his wisdom and power, surely he would
not have used a collection of parts generally fashioned for other purposes.
Orchids were not made by an ideal engineer; they are jury-rigged from a limited
set of available components. Thus, they must have evolved from ordinary
flowers.”

— Gould, SJ. 1980. The Panda's Thumb. New York: W. W. Norton p. 20.
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RESUMO

Relacionar estruturas morfologicas e histologicas a processos fisioldgicos e ecologicos, como a
secrecdo do néctar e as interagdes planta-polinizador, ¢ relevante para ampliar o entendimento da
biologia floral e reprodutiva das plantas e o comportamento dos polinizadores. Além disso, esse
tipo de conhecimento pode fornecer subsidios para a conservacdo dos organismos em florestas
tropicais. Este estudo tem por objetivo apresentar a histologia das glandulas do labelo de
Elleanthus brasiliensis e a composi¢do da sua secrecdo, relacionando estes aspectos aos dados de
biologia da polinizagdo. O material previamente fixado em FAA e FNT foi incluido em Paraplast®
e as secgoes seriadas foram submetidas a dupla coloragdo e a testes histoquimicos. Amostras da
secrecdo foram submetidas a cromatografia gasosa para determinar os seus componentes. A
composi¢do da secre¢do ¢ sacarose dominante, sendo que glicose e frutose se apresentam em
pequenas concentragdes, possibilitando identifica-la como néctar e os calos que a liberam como
nectarios. O par de calos nectariferos € coberto por epiderme papilosa secretora com uma cuticula
fina e constituido por parénquima também secretor; o conteudo de natureza hidrofilica destas
células secretoras corresponde ao pré-néctar. Células colenquimatosas, com paredes intensamente
coradas pelo vermelho de ruténio, foram detectadas em diversas regides do interior dos calos,
entremeando as células do parénquima secretor. Neste tecido também foram evidenciados cristais.
Elementos condutores ndo foram encontrados nos calos e a vascularizagdo restringe-se a outras
partes do labelo, sendo que a regido proxima aos calos apresenta feixes vasculares de maior calibre.
Os valores da composicao de agticares do néctar condizem com resultados observados para plantas
polinizadas por beija-flores, aspecto confirmado para E. brasiliensis. A ocorréncia de calos
nectariferos ¢ pouco conhecida em Orchidaceae, ndo havendo registros para espécies ornitofilas.
Além disso, a histologia desses calos ndo ¢ conhecida para a tribo Sobralicae. E sugerido que
demais espécies ornitdfilas desta tribo apresentem glandulas nectariferas com histologia

semelhante.
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INTRODUCAO

A maioria das plantas com flores oferece recursos florais aos seus polinizadores sendo o
néctar e o pdlen os principais recursos oferecidos aos animais (Proctor ef al. 1996). Entretanto, o
néctar assume uma importancia ainda maior tendo em vista sua ampla distribui¢do como recurso
floral nas familias de angiospermas (Smets 1986). Em Orchidaceae, estima-se que dois tercos de
suas espécies oferecam recursos a visitantes florais, sendo as demais espécies polinizadas por
engano, isto ¢, ndo oferecem recompensa a seus polinizadores, majoritariamente insetos (Schiestl
2005). Entre as orquideas que apresentam recursos, como 6leo, resina, fragrancia e pélen, o néctar
¢ o mais comum ¢ de grande importancia na atragdo de polinizadores € no sucesso reprodutivo
dessas plantas (Van der Pijl & Dodson 1966; Dressler 1993; Ackerman 1994; Neiland & Wilcock
1998).

Entre os animais que polinizam orquideas, figuram no papel principal os insetos como,
moscas, vespas e principalmente abelhas (Van der Pijl & Dodson 1966; Dressler 1993). Entretanto,
aves (Rodriguez-Robles et al. 1992; Singer & Sazima 2000) e, muito raramente, mamiferos (Wang
et al. 2008), também atuam como polinizadores. Em ecossistemas tropicais, as aves exercem
importante papel polinizando varias espécies de Orchidaceae (Van der Pijl & Dodson 1966;
Rodriguez-Robles et al. 1992; Dressler 1993, Singer & Sazima 2000; Stpiczynska et al. 2003,
2005; Micheneau et al. 2006).

Nos ultimos 20 anos, uma série de estudos tem abordado a histologia de glandulas florais
relacionadas a poliniza¢do em diferentes espécies de orquideas. Dentre as glandulas descritas estao
elaioforos e osmoforos (Stpiczynska et al. 2007; Aliscioni et al. 2009; Davies & Stpiczynska 2009;
Pansarin et al. 2009), tricomas secretores (Davies & Stpiczynska 2006); nectdrios em forma de
espordes (Figueiredo & Pais 1992; Galetto er al. 1997; Stpiczynska et al. 2005), superficies
nectariferas (Stpiczynska et al. 2003), em forma de calo ou outras estruturas no labelo (Galetto et
al. 1997; Davies et al. 2005). Sdo raros os trabalhos descrevendo glandulas nectariferas em
orquideas ornit6filas. Entretanto, a diversidade dos mecanismos de evolucdo dessas estruturas fica
evidente no fato de que esses trabalhos nos mostram a producdo de néctar por glandulas com
diversas formas e origens na flor. Por exemplo, em Ornithidium coccineum (Jaq.) Salisb. ex R.Br. o
nectario ¢ uma protuberancia na face ventral da coluna (Stpiczynska et al. 2003), e em

Scaphyglottis imbricata (Lindl.) Dressler, o nectario assume a forma de um espordo formado pela
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fusdo entre a base da coluna e parte do labelo (Stpiczynska et al. 2005).

Os poucos estudos sobre a produg¢do e composi¢do do néctar em orquideas ornitofilas
mostram um volume de néctar que pode variar de 3 a 50 pL, com concentragdes variando de 10 a
50% (massa/massa total) (Johnson 1996; Galetto et al. 1997; Singer & Sazima 2000; Johnson &
Brown 2004; Micheneau et al. 2006). Os principais solutos presentes no néctar dessas plantas sao
os agucares sacarose (dissacarideo), glicose e frutose (hexoses), podendo haver predominancia de
sacarose (Johnson & Brown 2004) ou quantidades semelhantes dos trés agiicares como em Sacoila
lanceolata (Aubl.) Garay (Galetto et al. 1997).

Relacionar estruturas morfoldgicas e histologicas a processos fisiologicos e ecoldgicos,
como a secre¢ao do néctar e as interagdes planta-polinizador, ¢ relevante para ampliar o
entendimento da biologia floral e reprodutiva das plantas e o comportamento dos polinizadores.
Ademais esse conhecimento ¢ importante para entender a manuten¢ao dos organismos em florestas
tropicais, que se tornam cada vez mais ameacadas, como ¢ o caso da Mata Atlantica brasileira
(Davis et al. 1986). Portanto, estudos sobre a polinizagao de orquideas e suas glandulas florais
envolvidas na produ¢do de recursos sdo importantes para fornecer informacdes sobre as adaptacdes
envolvidas nas interagdes planta-animal e a diversidade de mecanismos envolvidos, podendo
contribuir com subsidios para programas de conservacao de espécies (Costa 1992).

Orquideas do género Elleanthus C.Presl. sdo tipicamente tropicais, se distribuindo pelo
Neotropico (Dressler 2006). No Brasil, sdo encontradas nove espécies, sendo trés na Mata
Atlantica. E. brasiliensis (Lindl.) Rchb.f. se distribui por todas as florestas timidas brasileiras,
ocorrendo em manchas nas diferentes fisionomias da Mata Atlantica do Parque Estadual da Serra
do Mar, Sao Paulo. Diversas espécies deste género sdo consideradas ornitofilas (Dressler 1993,
Dressler 2006) o que significa que, durante a evolucdo dessas plantas, os beija-flores assumiram o
papel de principal polinizador, havendo, portanto, adaptacdes a este sistema de polinizagdo que se
expressam no desenvolvimento de estruturas e mecanismos para adequar a forma da flor ao
comportamento de forrageamento e o recurso oferecido (Schiestl & Schliiter 2009) as necessidades
nutricionais do animal (Baker & Baker 1983a, 1990).

No entanto, ndo ha estudos sobre a histologia floral ou de nectarios da tribo Sobralieae a
qual pertence Elleanthus (sensu Pridgeon et al. 2006) e tampouco sobre a poliniza¢ao de espécies
de Elleanthus para confirmar a atuacdo de beija-flores como polinizadores. Existem somente

observagdes pontuais sobre a polinizacdo de Elleanthus brasiliensis pelo beija-flor Phaethornis
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petrei (Trochilidae: Phaethorninae) no sudeste brasileiro e de espécies andinas sendo polinizadas
por outros beija-flores (Van der Pijl & Dodson 1966; Singer & Sazima 2000; Singer 2003). O
capitulo 1 do presente trabalho traz um estudo mais detalhado sobre a polinizagao de Elleanthus na
Mata Atlantica do Parque Estadual da Serra do Mar, Sao Paulo.

E interessante ressaltar que a maioria dos estudos sobre histologia de glandulas florais em
Orchidaceae nao ¢ devidamente relacionada a dados de fisiologia e ecologia dessas espécies, uma
vez que ndo vém acompanhados de estudos ecologicos e/ou sdo com espécies sobre as quais se
conhece pouco da biologia da polinizagdo e da reproducdo. Dessa maneira, o presente estudo tem
por objetivo caracterizar a histologia das glandulas do labelo e a composicdo do néctar em E.

brasiliensis, associando esses resultados as informagdes sobre biologia da polinizagao.

METODOLOGIA

Locais de coleta

As flores e as amostras do néctar, acumulado sob a forma de goticulas sobre o par de
calos, de Elleanthus brasiliensis foram coletadas de individuos localizados as margens do Rio da
Fazenda(23°2022,13"S e 44°50'14,54"W), Nucleo Picinguaba, Municipio de Ubatuba no Parque
Estadual da Serra do Mar, Estado de Sao Paulo (Capitulo 1, figura 1).

Analise da secrec¢ao

A secrecdo de trés flores em antese completa de trés diferentes individuos foi coletada
diretamente no campo, com registro do volume (uL) utilizando micro-seringas graduadas e da
concentragdo de acucares (%, massa/massa total) utilizando refratdmetro manual. A composi¢do do
néctar foi determinada no Laboratorio do Instituto Multidisciplinar de Biologia Vegetal, Cordoba,
Argentina de acordo com metodologia de Galetto & Bernardello (2005). As amostras foram
colocadas sobre papel cromatografico Whatman #1 e secadas a seguir. A separacdo € a
determinagdo dos aglicares foram feitas através de cromatografia gasosa. As amostras foram
liofilizadas e silicadas de acordo com Sweeley et al. (1963). Os produtos foram entdo injetados em
um cromatdgrafo de gas Konik KNK 3000-HRGS equipado com um integrador de dados Spectra-

Physics SP 4290, um detector de ionizagdo de chama e uma coluna capilar OV 101 3% (com 2 m
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de comprimento) sobre um filme 100-120 Cromosorb G/AW-DMCS. O gés carregador utilizado
foi o Nitrogénio (30 mL/min) e o programa de temperatura foi o seguinte: 208°C por um minuto,
1°C por minuto até¢ 215°C, 10°C por minuto até 280°C ao longo de 5 minutos. Os padrdes de
carboidratos (Sigma Chem.) foram preparados utilizando o mesmo método. A propor¢ao de
acucares (r) e de hexoses (hr) foi calculada como segue, seguindo Baker & Baker (1983b):
r = sacarose/(glicose + frutose)
hr = glicose/frutose

A quantidade de agucares (em mg) disponivel nas amostras analisadas foi obtida através do
calculo do produto do volume pela concentragdo e pelo fator de corre¢do determinado pela
equacao:

y = 0,00226 + (0,00937x) + (0,0000585x")

onde o valor de x ¢ igual a concentrag@o obtida pelo refratometro (Galetto & Bernardello 2005).

Estudos morfologicos e histologicos

Para a caracterizacdo morfologica e estudos histologicos das glandulas florais, botdes e
flores recém abertas de Elleanthus brasiliensis foram previamente fixadas em formalina — 4cido
acético — etanol 50% (FAA) por 24h (Johansen 1940) e formalina neutra tamponada (FNT) por 48h
(Lillie 1965) e colocadas sob vacuo para garantir a penetracao dos fixadores. Posteriormente, foram
conservadas em etanol 70%. Os materiais testemunhos das plantas depositados no Herbario da
Universidade Estadual de Campinas (UEC). As pegas florais passaram por desidratacdo em série
butilica (Johansen 1940), foram incluidas em Paraplast® e entdo seccionadas. Secc¢des seriadas
longitudinais e transversais, com espessura de 12 pum, foram obtidas em micrétomo rotativo e
coradas com safranina e azul de astra (Gerlach 1969). As sec¢des foram examinadas sob luz
polarizada para verificar a ocorréncia de elementos traqueais e de graos de amido.

Alguns procedimentos histoquimicos foram realizados para detectar as principais classes de
compostos quimicos produzidos pelas glandulas florais. Em amostras fixadas em FAA, foram
aplicados os testes: acido periddico — reagente de Schiff (reacdo PAS) para polissacarideos totais
(McManus 1948) e vermelho de ruténio para mucilagens acidas (Gregory & Baas 1989). Nas
amostras fixadas em FNT, foram aplicados os testes: preto de Sudao B (Pearse 1985) para lipidios

totais, cloreto férrico para compostos fenolicos totais (Johansen 1940) e acetato de cobre — acido
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rubeanico para acidos graxos livres (Ganter & Jolles 1969). Para todos os testes histoquimicos
aplicados, controles foram realizados simultaneamente.

As imagens da inflorescéncia e de detalhes do labelo foram obtidas no campo com uma
camera digital (Canon EOS20D) e no laboratério em microscopio estereoscopico Leica M80 com
camera acoplada (DFC295). Imagens digitais das sec¢des histoldgicas foram obtidas com camera
DP72 acoplada ao microscopio Olympus BX51 e programa de captura de imagens DP2-BSW. As
pranchas foram elaboradas utilizando o programa editor de imagens GNU Image Manipulation
Program (GIMP, versdo 2.6.6). Os estudos morfolégicos e histoquimicos foram realizados no

Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas, Unicamp, S3o Paulo.

RESULTADOS

Morfologia floral

As flores de Elleanthus brasiliensis ocorrem em densas inflorescéncias, sao tubulosas (18
mm de compr.), as sépalas sdo de coloragdo rosa-escuro, as pétalas sdo brancas e o labelo ¢ branco
com duas manchas lilases na face adaxial (Figura 1A). O labelo possui, em sua por¢ao proximal,
um par de calos esbranquicados e carnosos, de formato ovéide medindo 1,8 mm de comprimento e
1,5 de largura (Figura 1B, Figura 7A do Capitulo 1), apresentam a superficie coberta por papilas.
Nesta superficie foi constatado acimulo de goticulas de néctar. Os calos encontram-se protegidos
pelo labelo e a colunat+apéndice, que juntos formam uma camara onde se acumula o néctar (Figura

2A, Figura 7A do Capitulo 1).
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Figura 1. Inflorescéncia in situ no Parque Estadual da Serra do Mar, S&o Paulo, e labelo de Elleanthus brasiliensis. A.
Inflorescéncia in situ mostrando posicdo das flores ressupinadas, com o labelo na parte superior. B. Labelo conservado

em etanol 70%; notar a posi¢do do par de calos (setas). Barras de escala: A=B =1 cm.
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Analise da secrecao

As goticulas acumuladas sobre os calos sdo produzidas em baixas quantidades, cerca de
4uL de secregdo total, e consistem de uma solugdo aquosa de aglicares com concentragdo de 21%.
Esta solucdo entdo caracterizada como néctar ¢ composta principalmente por sacarose (96,55%),
sendo que glicose e frutose ocorrem em baixas concentragdes (2% e 1,46%, respectivamente)

(Tabela 1). Quantidades significativas de aminoacidos ou lipidios ndo foram encontradas.

Tabela 1. Volume do néctar, concentragdo ¢ composigdo de agticares em Elleanthus brasiliensis no Parque Estadual da

Serra do Mar, Sdo Paulo. Valores médios seguidos do desvio padrdo. Entre paréntesis, quantidade de flores.

Vol. de E(:’lnczr(iz Sacarose  Frutose Glicose (%)
néctar (pL) 9(%) (%) (%) ’

4,1542,93  21,11£527 96,55+5,28 2,00£2,25  1,46+3,03
(72) (66) (€) (€) (€)

Estrutura dos calos nectariferos

Os calos sao massas ovoides (Figura 1B) constituidas por células secretoras e células nao
secretoras (Figuras 2-4). Tanto as células da epiderme papilosa como as do parénquima subjacente
apresentam nucleo volumoso e citoplasma denso intensamente corado pela safranina; o contetido
destas células ¢ de natureza hidrofilica, bem preservado nas amostras fixadas em FAA (Figuras
2B,D; 3A-C). Sendo assim, estes tecidos sdo considerados glandulares, ou seja, envolvidos na
sintese do pré-néctar, isto €, o conjunto de substincias que constituira o néctar, assim denominado
somente apos sua eliminagao pelas células secretoras.

A epiderme papilosa secretora ¢ composta por células pavimentosas em sua maior
extensdo com protuberancias ocupando a posi¢ao central (Figura 3A,C). Estdmatos ndo foram
encontrados e a cuticula delgada, corada em azul marinho nas sec¢des tratadas com preto de Sudao

B, ndo se distende ou se rompe por ocasido da liberagcdo do néctar (Figura 4C-D).
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As células do parénquima secretor, volumosas e isodiamétricas, possuem citoplasma
denso, paredes delgadas e com um relativamente volumoso ntcleo (Figuras 2B,D; 3A-B). Este tipo
de parénquima ocupa as porcdes centrais e apicais dos calos, onde foram observadas as células com
mais contetdo citoplasmatico (Figuras 2B,D), sendo a por¢ao basal formada por células com pouco
conteudo citoplasmatico e, portanto, ndo secretoras (Figuras 2C, 3D). Entre as células do
parénquima sdo encontrados idioblastos contendo rafides em abundancia (pelo menos trés em cada
seccdo da porgdo secretora de cada calo) (Figura 2A, setas e inset).

A reacdo PAS ndo evidenciou a presenca de polissacarideos no interior das células
secretoras. Os testes com acetato de cobre — acido rubeénico e cloreto férrico resultaram negativos;
portanto, acidos graxos e compostos fenolicos também nao foram detectados no interior das células
nectariferas nos calos de E. brasiliensis.

O vermelho de ruténio evidenciou células estreitas com paredes celuldsicas espessadas,
ricas em substancias pécticas (Figura 4A-B). Estas células diferem das demais por seu formato
alongado e sua disposi¢do em corddes ao longo do maior comprimento do calo, sendo denominadas
colenquimatosas. Além disso, essas células ndo apresentaram contetido corado pela safranina da
dupla coloragdo como ocorreu com as células do parénquima adjacente.

Viérios feixes vasculares (cerca de 13) percorrem o labelo no sentido longitudinal e os
feixes mais proximos aos calos nectariferos possuem calibre maior (Figura 2B-C setas); entretanto,

estes calos ndo sdo vascularizados (Figuras 2A,C; 3D).
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Figura 2. Nectarios no labelo de Elleanthus brasiliensis. A. Sec¢do longitudinal no nivel do calo (c) e da coluna (co) com apéndice (a); notar cdmara nectarifera (n) e rafides (setas e

inset). B. Secg@o transversal mostrando o par de calos e vascularizagdo evidente (setas). C. Detalhe dos feixes vasculares do labelo (setas). D. Detalhe do calo com células repletas de

conteudo hidrofilico (pré-nectar), corado pela safranina. Barras: A =B =200 um; C =D = 100 pum.
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Figura 3. Detalhes do calo no labelo de Elleanthus brasiliensis. A,C. Epiderme nectarifera, papilas com contetido hidrofilico (pré-nectar) corado pela

safranina. B. Parénquima nectarifero, notar células volumosas com pré-nectar. D. Feixe vascular (seta) no labelo, auséncia de vascularizagdo adentrando

o calo. Barra das secgdes transversais: A =B =D 50 pm; C = 20 pm.
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Figura 4. Seccdes transversais do par de calos no labelo de Elleanthus brasiliensis. A. Células colenquimatosas (setas) evidenciadas pelo vermelho de ruténio. B.

Notar paredes intensamente coradas (setas); detalhe da célula colenquimatosa no inset. C, D. Sec¢des tratadas com preto de Suddo B. D. Lipidios ndo detectados

no interior das células nectariferas; papila com cuticula delgada corada em azul marinho no inset. Barras: A = C =200 um; B = 50 pum; D =20 um.




DISCUSSAO

Morfologia floral

A morfologia das flores de Elleanthus brasiliensis apresenta diversas caracteristicas
ornitofilas (sensu Faegri & Van Der Pijl 1979), sendo beija-flores os seus polinizadores (Capitulo
1). Nectarios florais como os de E. brasiliensis, representados por um par de calos na base do
labelo, sdo estruturas pouco conhecidas em Orchidaceae e até o momento, sabe-se que estdo
presentes somente em outras espécies do género Elleanthus. Calos nos labelos de outras orquideas
podem secretar néctar (Davies ef al. 2005) ou outras substancias, como 6leo (Stpiczynska et al.
2007) e fragrancia (Dodson 1962), ou atuar como imitagao de um recurso, como pélen (Cheng et
al. 2009), caracteristicas relacionadas a atracdo de polinizadores. Entretanto, a despeito da
diversidade morfologica das estruturas florais € do enorme ntimero de espécies, sdo poucos 0s
estudos morfologicos ¢ histologicos com a familia. Os resultados deste estudo sdo importantes na
medida em que fornecem uma melhor visdo da diversidade de formas e estruturas florais em

Orchidaceae.

Néctar

Devido a alta percentagem de sacarose, o néctar de E. brasiliensis ¢ tido como “dominado
por sacarose” de acordo com a classificagdo de Baker & Baker (1983b). Segundo Baker & Baker
(1983b, 1990), plantas polinizadas por beija-flores geralmente apresentam néctar com altas
percentagens (acima de 60%) de sacarose. Portanto, os resultados da composi¢do do néctar de E.
brasiliensis corroboram observagdes anteriores sobre os polinizadores dessa espécie (Singer 2003),
cujo principal polinizador ¢ o beija-flor Ramphodon naevius (Trochilidae: Phaethornithinae) (ver
Capitulo 1). Estes resultados apontam para mais uma adaptacdo das flores estudadas a polinizagdo
por beija-flores, aspecto sugerido por Van der Pijl & Dodson (1966) para diversas outras espécies
do género.

Esta composicdo de agucares também ¢ tipica de plantas polinizadas por mariposas
noturnas. Entretanto, ndo foram observados visitantes durante as observagoes das 18h as 19h em E.
brasiliensis. Observagdes noturnas, cobrindo periodos mais longos, seriam necessarias para
confirmar a possibilidade de que a planta liberaria algum odor atuante na atragao de mariposas e de

que esses polinizadores também atuariam como polinizadores de Elleanthus. Entretanto, essa
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possibilidade parece pouco provavel, uma vez que nao foi detectado odor ao fim do dia nas flores.

Com relagdao ao volume de néctar, os valores encontrados sao considerados baixos em
relacdo aos de outras plantas (orquideas ou ndo) ornitofilas (Galetto et al. 1997; Buzato et al.
2000). Contudo, os dados de Ackerman et al. (1994) sobre outra orquidea ornitofila que produz
néctar em baixas quantidades, Comparettia falcata Poepp. & Endl., e as observacdes sobre os
polinizadores de E. brasiliensis (ver Capitulo 1) mostram que o oferecimento de pouco néctar ainda
pode ser suficiente para atrair os beija-flores. Ademais, a polinizacdo por aves, ou ornitofilia,
apresenta grande diversidade de mecanismos em Orchidaceae, que se expressa de maneira
igualmente diversa nas caracteristicas morfologicas e histologicas das inflorescéncias e flores
dessas plantas (Rodriguéz-Robles et al. 1992; Johnson 1996; Johnson & Brown 2004; Micheneau
et al. 2000).

Estrutura dos calos nectariferos

A andlise das seccoes seriadas dos calos em fase de sintese do pré-néctar possibilitou
detectar células ricas em contetido citoplasmético na epiderme e no parénquima, caracterizando
células com intensa atividade citoplasmatica, como ¢ o caso de células secretoras. O conteudo
visivel destas células — designado pré-néctar — ¢ de natureza hidrofilica e acida, uma vez que é bem
preservado pelo FAA e cora intensamente pela safranina, respectivamente (Figuras 2B,D e 3A-C).
Estes resultados permitem identificar os calos de E. brasiliensis como nectarios estruturados, ou
seja, glandulas secretoras de néctar macroscopicamente distinguiveis nas quais o local da sintese do
pré-néctar (de acordo com Fahn 1979) é conhecido.

A epiderme papilosa secretora € uma caracteristica incomum em nectarios florais de
orquideas. Até entdo, a secrecdo de néctar floral foi observada ocorrendo por meio de estdmatos em
calos, por poros na cuticula de uma superficie nectarifera glabra ou por tricomas secretores na
epiderme do interior de espordes em orquideas (Davies et al. 2005; Stpiczynska et al. 2003, 2005,
Stpiczynska et al. 2010). E sugerido que a cuticula delgada encontrada em E. brasiliensis possua
microporos ou microcanaliculos pelos quais o néctar extravase, uma vez que sinais de rompimento
ou de acumulo de secre¢do sob a cuticula ndo foram observados. Tampouco foram detectados
estomatos pelos quais o néctar possa ser liberado como ¢ descrito para os nectarios de outras
espécies de orquideas (Stpiczynska et al. 2003, 2005; Davies et al. 2005). O baixo volume de

néctar (2-6 pL) produzido pelos calos de E. brasiliensis poderia explicar a auséncia de estruturas
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especializadas para sua liberagao.

Diferente da maioria dos nectérios até entdo descritos, constituidos por células pequenas
densamente agrupadas (Fahn 1979; Durkee 1983), o nectario de E. brasiliensis apresenta células
volumosas e isodiamétricas formando o parénquima secretor, entremeadas por células
colenquimatosas. A presenca deste tltimo tipo de células nos calos nectariferos pode conferir maior
resisténcia mecanica a essas estruturas, podendo ser uma caracteristica importante em nectarios de
flores visitadas por aves. Células colenquimatosas também sao encontradas nos nectarios de outras
orquideas ornitdfilas dos géneros Ascocentrum Schltr. (Stpiczynska et al. 2010), Ornithidium
Salisb. ex R.Br. (Stpiczynska et al. 2003) e Scaphyglottis Poepp. & Endl. (Stpiczynska et al. 2005).

Os resultados dos testes histoquimicos confirmam os da andlise da composi¢do quimica
da secrecdo. Polissacarideos (incluindo mucilagem), acidos graxos e compostos fenolicos ndo sdao
detectados no interior das células secretoras. Estes compostos quimicos estdo ausentes no pré-
néctar, assim como no néctar.

A presenca de idioblastos com rafides no calo ¢ digna de nota, uma vez que tantas células
desse tipo ndo sdo facilmente observaveis em outras regides do labelo ou na coluna de E.
brasiliensis. A provavel composi¢cdo das rafides ¢ de oxalato de célcio, também encontradas em
nectarios de outras orquideas (Stpiczynska et al. 2003), assim como em nectarios florais e
extraflorais (Nepi 2007). De acordo com Nepi (2007), o fon célcio (Ca*") inibe a acdo da ATPase,
proteina envolvida no transporte da sacarose via membrana nas plantas e a formagao de cristais de
oxalato de célcio seria uma maneira de imobilizar esses ions e permitir o transporte de agucares no
parénquima nectarifero. Outra possivel fungdo desses cristais seria a defesa contra a herbivoria,
pois danificam as partes bucais de insetos herbivoros mastigadores (Nepi 2007).

A estrutura histologica dos nectarios - sem vascularizagcdo e sem estruturas especializadas
na liberagdo do néctar — condiz com fato de que o néctar ¢ produzido em baixo volume. Dessa
maneira, ¢ possivel estabelecer uma relacdo direta entre a histologia dessas glandulas e a utilizagao
de outros recursos pelos visitantes, assim como a curta duragdo das visitas as flores de Elleanthus
brasiliensis. Esses resultados corroboram as teorias de Pacini et al. (2003) de que ha uma
correlacdo entre a producdo de determinado volume de néctar e o tipo de polinizador e seu

comportamento (ver Capitulo 1).
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho mostrou que hé evidéncias de limitagcdo no servigo de polinizagao de ambas
as espécies e de possiveis efeitos negativos da depressao endogamica no sucesso reprodutivo de E.
brasiliensis, fendmeno que provavelmente se estende a E. crinipes. Outros trabalhos apontam para
uma relacdo positiva entre oferecimento de néctar e producdo de frutos e uma relacdo negativa
entre oferecimento de néctar e a ocorréncia de xenogamia. Ao produzir pouco ou nenhum néctar a
planta reduziria substancialmente o servico dos polinizadores, mas ao produzi-lo em relativa
abundancia, os polinizadores se movimentariam pouco entre os individuos, realizando um servigo
de baixa qualidade. Provavelmente, hd nas espécies estudadas um conflito entre a demanda pelo
servico de polinizagdo e a demanda pela movimentacdo dos polinizadores entre diferentes
individuos. Tais demandas conflitantes teriam forjado a evolucao de um sistema de polinizacdo em
que € produzido néctar o suficiente para garantir determinadas taxas de formagdo de frutos, mas
nem tanto que ocasione altas taxas de endogamia por visitas repetidas a um mesmo individuo.

Entretanto, ndo se pode excluir a possibilidade de limitagdes nos recursos de produgdo de
néctar e de frutos, ndo em uma estacdo, mas ao longo do tempo de vida da planta, atuarem como
forcas evolutivas sobre a biologia floral de E. brasiliensis e E. crinipes, tendo em vista que isso nao
foi abordado no curto periodo de estudo do presente trabalho. A protandria atua reduzindo o
nimero de flores aptas a receber polen de flores de segundo e terceiro dia e a abertura sequencial
evita que todas as flores da inflorescéncia estejam disponiveis simultaneamente. Esses atributos
associados ao mecanismo de polinizacdo (alavanca/tubo estreito) sdo essenciais para a remogao e
deposi¢ao de polinias nas espécies estudadas.

Além disso, existe a influéncia da altitude na polinizagdo dessas orquideas a medida que o
clima, mais frio e nebuloso e outras diferengas de habitat excluem das maiores altitudes os
visitantes que freqlientam E. brasiliensis em altitudes menores.

Entdo, pode-se dizer que as espécies estudadas apresentam um longo histérico de
evolucdo tendo estas aves como principais polinizadores, que garantiriam o melhor ajustamento,
gracas a promoc¢ao da polinizagdo cruzada e do intercdmbio de genes entre diferentes individuos,
que parece ser vantajoso para E. brasiliensis. Portanto, os resultados obtidos neste trabalho
corroboram as afirmacdes, com base em observagdes prévias no Brasil e em outros paises, de que

os beija-flores seriam os polinizadores da maior parte das espécies de Elleanthus, com um papel
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crucial na evolugdo do género. Entretanto, visto que algumas espécies do género nao apresentam
caracteristicas ornitofilas (E. graminifolius por exemplo), e a polininizacdo da maioria delas ainda
ndo foi estudada, ndo se pode colocar a ornitofilia como Unico cenario possivel ao longo da
evolucdo deste grupo. Além disso, verificou-se que a apresentagdo de um volume baixo de néctar, a
protandria e a presenca de mucilagem (em E. brasiliensis) sdo caracteristicas que influenciam a
polinizagdo, algo que a literatura até entdo nao havia abordado.

Com o incremento no nimero de estudos sobre este interessante sistema de polinizacdo de
orquideas, a ornitofilia, os diversos mecanismos envolvidos e suas implica¢des estdo sendo cada
vez mais bem entendidos. Os resultados obtidos com este estudo e outros trabalhos recentes aqui
citados mostram que os nectarios em Orchidaceae, especialmente as polinizadas por aves, podem
variar muito em sua morfologia e histologia. Portanto, a diversidade de espécies e habitats da
familia se reflete na diversidade de estruturas florais relacionadas a polinizagdo. Serd que a
presenga de células colenquimatosas nos nectarios, que seria uma adaptagdo, que garantiria maior
resisténcia dessas estruturas ante o impacto do bico das aves durante as visitas, pode ser uma
caracteristica histologica comum a orquideas ornitofilas? Sao necessarios mais estudos do tipo em
orquideas para esclarecer essa questao.

Por outro lado, a morfologia da flor das espécies estudadas ¢ muito distinta da de outras
orquideas ornitofilas estudadas at¢ o momento, uma vez que, por exemplo, um par de calos
nectariferos ainda ndo havia sido descrito para orquideas polinizadas por aves.

Conclui-se que os atributos morfologicos e histologicos florais, néctar e mucilagem se
correlacionam com determinados tipos de polinizadores. Nestas espécies de orquideas ha uma série
de caracteristicas que constituem adaptagdes a polinizagdo por beija-flores: bracteas de cores
avermelhadas e contrastantes com a cor das flores, auséncia de plataforma de pouso, flores
tubulares e néctar rico em sacarose.

Este estudo, junto a uma timida - mas crescente - lista de estudos sobre a polinizagdo de
orquideas tropicais ornitofilas, vem revelando uma diversidade de mecanismos e estruturas
proporcional a diversidade de espécies da familia e uma importante contribui¢do dos polinizadores

presentes nos tropicos para a evolucao e diversificagdo das espécies de Orchidaceae.
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