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RESUMO

Foram estudadas quatro espécies de Passiffora. P. alata, P.
galbana (Parque Estadual de Setiba, Guarapari, ES) e P. mucronata (Parque
Estadual da Serra do Mar, Ndcleo Picinguaba, Ubatuba, SP), que pertencem
ao subgenero Passiflora e ocorrem em vegetacdo de restinga. P. speciosa
Gardn., subgénero Distephana, ocorre em mata atlantica de tabuleiro da
Reserva Florestal da CVRD (RFCVRD), Linhares, ES. Foi analisado
qualitativa - e quantitativamente o recurso alimentar e foram identificados os
constituintes quimicos que compde as unidades de atragdo visual e olfativa
nestas espécies de Passiflora. Foi observado que as espécies de Passiflora
estudadas dependem de vetores de pélen para a produgéo de frutos. P. alata
e melitéfila, P. galbana e P. mucronata sao quiropterdfilas e P. speciosa é
omitdfila. A polinizagdo & favorecida pela deflexdo dos 6rgéos reprodutivos,
que permite que os animais os toquem. O néctar é o recurso alimentar
procurado pelos visitantes florais, sendo que o comportamento dos
polinizadores vertebrados parece refletir a disponibilidade do recurso,
forrageando quando ha mais volume de néctar e quando a previsibilidade da
quantidade de recurso € maior. A dindmica de secrecdo de néctar das
espécies estudadas esta relacionada com a hidrélise de amido armazenado
no nectario. Parece haver uma relagdo entre o tipo de polinizador e a
composi¢ao do néctar, inclusive a quantidade de lipidios presentes e a razéo
Na'/K'. O espectro de absorcdo nas faixas UV-VIS encontrado nestas flores
se adequa a sensibilidade espectral da visdo dos polinizadores, com
presenca de antocianidinas em FP. alata e P. speciosa. As espécies
quiropterdfilas possuem pigmentos que refletem na regi&o do visivel, e
devemn ter uma fungdo menos importante na localizagdo das flores por
morcegos. Nas espécies polinizadas por animais cujo olfato & bastante
desenvolvido, ha maior abundancia de classes de compostos volateis.
Compostos aromaticos hidroxilados e monoterpenos sdo provavelmente os
responsaveis pelo perfume adocicado das flores de P. alata. Em P, galbana,
estes compostos tem participagdo expressiva no seu perfil de odores.
P. speciosa tem leve odor acre, provavelmente conferido por
hidrocarbonetos. Sinais olfativos devem estar permitindo a tocalizagéo do
recurso a longa disténcia, enquanto que a localizacdo do recurso a curta
distancia seria possivel através de orientagdo visuail ou acustica. Vérios
compostos que formam as fragrancias destas espécies de Passifiora ocorrem
em outras espécies de plantas; alguns destes também ocorrem em
secregies exdcrinas de abelhas.
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ABSTRACT

Four species of Passifora were studied. P. alata, P. galbana (Parque
Estadual de Setiba, Guarapari, ES) and P. mucronata (Parque Estadual da
Serra do Mar, Nucleo Picinguaba, Ubatuba, SP), belong to the Passiflora
subgenus, and occur in restinga vegetation. P. speciosa Gardn., Distephana
subgenus occurs in Atlantic forest in the Reserva Florestal da CVRD
(RFCVRD), Linhares. The central aims of this study were to analise
qualitative and quantitative aspects of the food resources, and to identify
visual and olfactory chemical constituents of the units of attraction in these
species of Fassiflora, to verify their role in pollinator selection, since they
have distinct pollination syndromes. Those Passiflora species depend on
pollen vectors to produce fruits. P. alata is mellitophylous, P. galbana and
P. mucronata are chiropterophylous and P. speciosa is an ornithophylous
species. Pollination is facilitated due to the deflection of the reproductive
organs. Floral visitors search for nectar as a food resource; the vertebrate
pollinator behavior seems to reflect resource availability, as they forage when
targe amounts of nectar are found and when quantitative resource
predictability is greater. The dynamics of nectar secretion is related to nectary
starch hydrolysis. There seems to be a relationship between pollinator type
and the nectar composition, such as amounts of lipids and Na'/K* ratio. The
UV-VIS spectral absortion of flowers is adjusted to the poilinators’ visual
spectral sensitivity, with anthocyanidins present in P. alata and P. speciosa.
Pigments of the chiropterophylous species reflect in the visible spectra, and
might have a little importance in flower location. There is a higher class
diversity among the volatiles compounds in the species pollinated by animals
with an acute olfactory sense. Hydroxylated aromatic compounds and
monoterpenes are probably responsible for the sweet scent of 2. alata. In
P. galbana, they are also important compounds in the scent profile.
P. speciosa has a very faint acrid smell, probably from hydrocarbons. Long
distance resource location is probably accomplished by olfactive signals,
although visual or acoustic signals could be responsible for short distance
orientation. Fragrance compositions of these Passiflora species show
compounds also present in other species and in the exocrine secretions of
bees.



1 INTRODUCAOC

A familia Passifloraceae apresenta distribuicdo tropical e
subtropical e relne espécies arbéreas. arbustivas, lianas e herbaceas
(Heywood, 1993). O género Passifiora ocorre nas areas mais quentes da
America, com algumas espécies na Asia e Australia e uma espécie em
Madagascar (Heywood, 1993). Relne cerca de 400 especies de lianas
predominantemente neotropicais {(Endress, 1994), dentre as quais cerca de
200 ocorrem no Brasil (Semir & Brown, 1975). As espécies estio distribuidas
em 22 subgéneros (Killip, 1938). O subgénero Passiflora (Granadilla sensu
Killip, 1938} congrega 97 espécies, enquanto que o subgénero Distephana, 8
espécies (Killip, 1938).

A melitofilia, polinizacdo por abelhas, foi descrita para algumas
espécies, como as cultivadas P. alata (Camillo, 1978; Varassin, 1992:
Koschnitzke, 1993) e P. edulis (Corbet & Willmer, 1980; Sazima & Sazima,
1989), e outras como P. foetida (Janzen, 1968), P. mooreana (Garcia & Hoc,
1994) e P. pentagona (Varassin & Silva, 1994). Em P. coccinea (E. Fischer &
I. Leal, com. pess.), P. speciosa (Sigrist, 1991) e P. vitifolia (Janzen, 1968) a
polinizagdo € mediada por beija-flores. A quiropterofilia, polinizagdo por
morcegos, foi descrita em P. mucronata (Sazima & Sazima, 1978, 1987) e
observada em P. galbana (C. Koschnitzke, com. pess.; obs. pess.). A
polinizag&o por vespas foi descrita em apenas uma espécie, P. suberosa
(Koschnitzke, 1993).

Em uma gama tao diversa de animais potencialmente capazes
de visitar a flor de Passiflora, os eventos que atuam selecionando uma
interagdo dependem das respostas diferenciais aos estimulos, segundo as
caracteristicas fisiolégicas de cada animal. Considerando que os visitantes
florais podem ser predominantemente visual ou olfativamente orientados
(Dusenbery, 1992), a mediagdo quimica da atragdo floral por compostos
volateis (Vogel, 1983) ou pigmentos (Harborne, 1988) assume importancia
distinta em cada sindrome.



Na polinizagdo por animais, caracteres morfoldgicos como
tamanho e forma da flor, e quimicos, como pigmentos ou odores, podem
atrair ou guiar polinizadores. A semelthanca enire grupos de compostos
quimicos que compoem o perfil de odores que atraem insetos polinizadores e
0s que s&o usados como inibidores de herbivoria, em Cicadales, serve de
argumento para Pellmyr et al (1991) para a hipétese que os odores
mediadores de interagGes mutualisticas entre plantas e insetos, como na
polinizago, provavelmente evoluiram a partir de inibidores de herbivoros, e
talvez precederam a cor na atragéo de polinizadores (van der Pijl, 1960).

A diversidade de compostos quimicos que formam as
fragrancias florais (Knudsen et af, 1993) torna possivel plantas exibirem
perfumes que atraem determinados grupos de animais e n3o outros
(Harborne, 1988, Knudsen & Tollsten, 1993). Como diferentes polinizadores
podem estar sendo atraidos por espécies distintas devido a diferenca de
suas fragrancias florais, a variacdo do perfil de odores tem implicagdo na
especiacdo de plantas (Tollsten ef al, 1994). A escolha seletiva de plantas
pelos animais levando a uma restricdo do fluxo de polen pode funcionar
como mecanismo de isolamento reprodutivo (Hills ef al., 1 972; Ware et al.,
1983).

Como fragrancias diferentes atraem animais distintos, a
variacdo do perfil de odores tem implicacdo na especiacdo de plantas
(Tollsten et al, 1994), uma vez que pode atuar como mecanismo de
isolamento reprodutivo (Hills ef a/., 1972; Ware et al., 1993), .

As fragrancias florais podem sinalizar uma fonte de alimento,
um local para oviposi¢cdo e/ou um local de copula (Pellmyr & Thien, 1986).
Diversos animais visitam flores em busca de recursos distintos como néctar,
polen, gomas, resinas, mucilagens, 6leos fixos e dleos volateis; apesar da
gama de recursos que podem ser explorados, o néctar é um dos mais
procurados (Roubik, 1988). O néctar assume, portanto, importéancia relevante
na relagéo planta-polinizador, pois a adequac3o do recurso alimentar as
necessidades energéticas do animal permite sua sobrevivéncia e garante a
planta um vetor de pdlen.



Duas caracteristicas do recurso alimentar oferecido pelas flores
podem influenciar o comportamento dos polinizadores: a qualidade do
néctar, enquanto fonte de substancias que compdem a dieta do animal
(Hainsworth & Wolf, 1976: Roces ef al, 1992; Suthers et al, 1969) e a
quantidade de alimento oferecida (Rathcke, 1992). O periodo de secrecdo
e/ou de exposicdo do néctar para os visitantes também pode funcionar
organizando uma guilda de polinizadores em uma comunidade (Cruden et &/,
1983).

Em espécies de Fassiflora o néctar é o recurso alimentar
procurado pela maioria de seus visitantes florais (Sazima & Sazima, 1978;
Corbet & Willmer, 1980: Sazima & Sazima, 1989; Sigrist, 1991: Koschnitzke,
1893).

O objetivo deste estudo foi analisar quimicamente o recurso
alimentar e a unidade de atragdo em quatro espécies de Passiflora com trés
sindromes de polinizagéo distintas para verificar a importancia destes fatores
na selecdo dos visitantes florais. Foi dada atengdo especial a estimativa do
valor caldrico do recurso alimentar e a sua disponibilidade para os visitantes
florais, a identificac&o dos constituintes quimicos que compdem a unidade de
atragdo visual e olfativa, & determinacao de autocompatibilidade efou
autogamia nas espécies de Passiflora em estudo, e a observagdo do
comportamento dos animais visitantes, com énfase nos polinizadores.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 As Espécies e os Locais de Estudo

Este estudo envolveu quatro espécies de Passiflora: P. alata
Dryand., 7. galbana Mast., P. mucronata Lam. do subgénero Passifiora, e P.
speciosa Gardn., subgénero Distephana (Juss.) Killip. O material testemunho
esta depositado no Herbério do Departamento de Botanica, Instituto de
Biologia, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP. Foram
acompanhadas populagbes de P. alafa e P. galbana que ocorrem em
vegetacdo de restinga das planicies arenosas litoréaneas do Parque Estadual
de Setiba, Guarapari, ES; populacdes de P. mucronata em vegetacéo de
restinga do Parque Estadual da Serra do Mar, Nucleo Picinguaba, Ubatuba,
SP, e populagbes de P. speciosa em mata atlantica de tabuleiro da Reserva
Florestal da Compania Vzale do Rio Doce (RFCVRD), Linhares, ES.

As excursbes ao campo foram feitas de maio a junho de 1994,
no Nucleo Picinglaba, de jutho a setembro de 1994, na RFCVRD, e de julho
de 1994 a fevereiro de 1995, no Parque Estadual de Setiba. Para P alata
foram utilizados também os dados de excursées anteriores referentes ao
periodo de margo a junho e agosto a setembro de 1990,

O Parque Estadual de Setiba (17°35'S e 40°25'W) esta situado
em uma planicie litorédnea arenosa (Suguio & Tessler, 1984).0 clima néo
apresenta periodo seco mas sim um periodo subseco em agosto (Varassin,
1992).

A RFCVRD localiza-se em tabuleiros Terciarios, latitudes 17°55'
a 21°18’' S e longitudes 39°41’ a 41°52' W. A regi&o apresenta clima quente,
com estagdo seca bem acentuada coincidindo com o inverno, um més com
precipitacac inferior a 60 mm. A temperatura do més mais frio & sempre
superior a 18 °C. Segundo a classificagéo de Kdppen o clima se insere no
tipo Aw, tendo um periodo seco de 30 dias (Brasil, 1987).

A area de estudo no nucleo de Picingliaba do Parque Estadual
da Serra do Mar (23°21'S e 44°50° W) localiza-se em regido de aluvides
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quaternarios formados por areia, cascalho e argilas inconsolidadas (Brasil,
1983a). Trata-se de uma formac&o de restinga estreita, limitada pelos
contrafortes da Serra do Mar. A precipitacéo anual é de 2394 mm {Angra dos
Reis), concentrada principalmente no ver&o, ndo apresentando periodo seco
(Brasil, 1883b).

2.2 A Biologia da Polinizagio

Os eventos fenolégicos da flor e a atividade dos animais
visitantes foram acompanhados ao longo da antese. Os polinizadores foram
identificados com base em observagdo direta, fotografias e com auxilio de
especialistas . Em P. galbana os morcegos ndo foram coletados para
identificacdo, sendo identificados através de observacio direta.

As descrigbes das plantas e das flores foram feitas através de
observagbes no campo, onde foram tomadas as medidas morfométricas.
Foram empregadas flores fixadas em alcool 70% e fotografias para a
descricBo mais detalhada das flores. A terminologia da morfologia floral
seguiu a adotada por Semir & Brown (1975), Tiilett (1988) e Escobar (1994).

A receptividade do estigma foi indicada pela presenca da
catalase por peroxido de hidrogénio (van Fleet, 1952). O teste foi feito ao
longo da antese, estando os estigmas deflexionados ou néo.

Uma vez que as espécies de Passiflora em estudo podem se
autopolinizar, em cada espécie foram ensacadas flores na pré-antese com
sacos de nylon de malha 2,6 mm® para testar se havia autocompatibilidae
e/ou agamospermia. Estes testes foram realizados em pelo menos guatro
individuos.

2.3 O Recurso Alimentar
Para o estudo do recurso alimentar foi feito o detalhamento

morfolégico e microquimico do nectério, a estimativa da taxa instantanea de
produgéo de néctar (TIPN) e a andlise de sua constituicdo quimica.



2.3.1 O Nectario

A regifo de secregdo de néctar no nectéario foi caracterizada
para F. alata e P. galbana por ensaios microquimicos que consistiram em
evidenciar a presenga de glicose em flores frescas, pelo teste da Glicose-
oxidase. As secdes frescas de nectario foram colocadas na solucdo-teste em
banho-maria a 37 °C por 30 min. Este ensaio estd baseado na oxidacéo
enzimatica da glicose pela glicose-oxidase. Durante a oxidacao ha formacéao
de H.0, que leva ao acoplamento oxidativo do fenol com a 4-aminoantipirina,
presentes na solugdo-teste, e formando a antipirilquinoneimida, um composto
de coloragao vermelha (I. G. Varassin e A. G. Silva, resultados nao
publicados). Este teste foi realizado nas espécies que ocorrem relativamente
proximas ao laboratdrio, uma vez que depende de flores frescas. A presenca
de amido em nectarios das quatro espécies de Passiflora foi avaliada em
flores e em botbes fixados em etanol 70°GL, pelo teste de lugol (Jensen
1962). As fotomicrografias foram obtidas em microscopio Olympus BHB

acoplado a uma cémera Olympus PM-6.

2.3.2 O Néctar

Para o estudo do néctar foram utilizadas flores ensacadas na
pré-antese com sacos de nylon de malha 2,6 mm®. Foi medida a variacao
termica microclimatica do ambiente ao longo da antese.

As coletas de nectar foram feitas com pipeta de 100 yl, e a

aliquota acondicionada em frascos e mantidas a -15°C.

2.3.2.1 A Secreg¢ido de Néctar

O ritmo de produgdo de néctar foi monitorado em flores
ensacadas na pré-antese, medindo-se o volume acumulado a cada hora,
tendo-se para cada hora novas flores. Para P. speciosa foram usadas



apenas trés ou quatro flores para a coleta horéria de néctar, enquanto que
nas demais espécies entre cinco e seis flores.

Foram medidos, em laboratério, a concentracdo de solutos com
auxilio de um refratdmetro Atago, N1, e o volume com microseringas de 25 e
100 pl. Nos casos em que a concentracgéo excedeu o limite de leitura do
refratdmetro, o néctar foi diluido em &gua destilada 1:1, a concentracio foi
calculada multiplicando-se o valor encontrado pelo fator de diluigdo.

A taxa insténtanea de produgéo de néctar (TIPN) é uma medida
da variaggdo do volume acumulado ao longo do tempo para cada ponto da
curva de secregdo. Quando a variagdo do volume apresenta um padro
quadrético (y = ax® + bx + c), a TIPN é calculada através da derivada
primeira da equag&o da variagdo do volume (Thomas & Finney, 1982).
Como o volume foi transformado logaritmicamente, a equacéo do calculo da
TIPN é&:

TIPN instanténea = e @ (2ax +b)

onde:
e® = exponencial da equagdo da variacéo do volume
a e b = constantes da equacéo da variacdo do volume

x = horario

A variabilidade do recurso alimentar ao longo do periodo de
antese foi estimada pelo calculo do coeficiente de variagio (CV) do volume e
da concentragdo do néctar a cada hora (Rathcke, 1992). Assim a
variabilidade corresponde a uma medida de quanto o recurso alimentar esté
variando em cada hora.

2.3.2.2 Andlise Quimica do Néctar

Para identificacdo dos aglcares presentes no néctar, foram
utilizadas as amostras mantidas em freezer. Os aclcares do néctar foram
acetilados com piridina:anidrido acético (1:1), durante 48 horas, em



temperatura ambiente (Biemann et a/, 1963), e as amostras foram
posteriormente mantidas em geladeira até a andlise. O solvente foi
evaporado em corrente de ar e as amostras recuperadas em 300 ul de
acetato de etila e analisadas em cromatégrafo & gas acoplado a
espectrofotdmetro de massa (CG-EM).

Os indices de retencdo (IR) foram calculados de acordo com
van den Dool & Kratz (1963), seguindo a formula:

IR = [(Ts - Ten-1/Ten - Ten-1).100(Cn - Cn-1)]+ 100.Cn-1

cnde:

Ts = tempo de retencio da subst&ncia analisada

Ten-1 = tempo de retengéo do n-alcano que elui antes da substancia
analisada

Ten  =tempo de retengdo do n-alcano que elui apds a substancia analisada
Cn  =numero de carbonos do n-alcano que elui apds a substancia
analisada

Cn-1 = ndmero de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia
analisada,

Para a identificagdo qualitativa dos aglcares, foi feita a
comparagéo dos padrées de fragmentag&o do espectro de massa de cada
estrutura com os padrbes encontrados por Biemann ef af. (1963) e De Jongh
& Biemann (1963) e e com os da biblioteca de espectros de massa Wiley, o
que permite sugerir a que classes pertencem os aglcares do néctar das

espécies estudadas.

A (dlicose, o colesterol e os trigliceridios foram dosados
enzimaticamente através de reagles colorimétricas. Nos trés casos h3
formag&o de H,0: originado da oxidac&o enzimatica de substratos diferentes.
Por ac&o da peroxidase, o H,0, leva ao acoplamento oxidativo do fenol com
a 4-aminoantipirina, presentes na solugdo-teste, formando um composto
corado, a 4-p-benzoquinonaiminofenazona (Henry et al., 1980a). Durante a
reagdo de oxidagdo da glicose, catalizada pela glicose-oxidase, ha formagao



de acido gliconico e H,0.. O éster de colesterol sofre hidrdlise pela
colesterol-esterase e o colesterol & oxidado a 4-colestenona e H,0,. Os
trigliceridios s&o hidrolisados em glicerol e acidos graxos. O glicerol &
fosforilado pela gliceroquinase, e o fosfoglicerol é entdo oxidado pela
fosfoglicerol-oxidase, havendo formacéo de H,0..

Os sais minerais, sodio e potassioc foram dosados por
espectrofotometria de chama, e célcio e o fésforo foram dosados por
colorimetria. Os fons de célcio se complexam com o-cresolftaleina, em meio
alcalino, formando um complexo de cor violeta e s = 570 nm e os ions
fosfato reagem com molibdénio em meio 4cido formando um complexo
amarelo que, por acdo de um tampdo alcalino, é reduzido a azul de
molibdénio cujo Amsx = 650 nm (Henry ef al., 1980Db).

As analises em CG-EM foram feitas em um cromatdgrafo
Hewlett Packard 5880, serie I, equipado com coluna capilar de silica fundida
apolar (Rtx-1, 30m x 0,25mm). O CG-EM era acoplado a um detector seletivo
de massa HP 5970. Programa de temperatura: 150-300°C, 4°C/min,
temperatura do injetor: 250°C e temperatura do dectetor: 285°C, razéo de
divis@o 1:100, fluxo de Hélio: 1ml/min, pressao de Hélio: 0.5 bar.

2.4 O Padrao de Pigmentagio e os Volateis

O padrdo de pigmentag&o de verticilos florais foi analisado a
partir dos extratos metandlicos acidulados (HCI 1%) obtidos por maceracgao
das sépalas, pétalas e fimbrias (Harborne, 1984). Os macerados foram
preparados no campo e conservados a - 15°C. Posteriormente os macerados
foram filtrados, e entdo reduzidos em evaporador rotatério a baixa pressao e
temperatura (30°C), onde foi adicionado o mesmo volume de acetato de etila
para carrear residuos de agua da amostra. _

Os extratos foram submetidos & cromatografia em papel. As
fases moveis utilizadas foram n-butanol - 4cido acético - dgua (4:1:5), HCI
1% (HCleonc-dgua) e n-butanol - HCI 2M (1:1). Os cromatogramas foram
analisados sob luz visivel e sob luz ultravioleta, e a seguir sob vapores de
NH,OH, nas mesmas condigbes (Harborne, 1984).
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Para cada espécie foi medida a absorbéncia dos exiratos
metandlicos acidulados em espectrofotémetro HP 8452A, em um intervalo de
190 a 820 nm, para verificar em quais comprimentos de onda ha absorgéo de
luz pelos pigmentos.

A regido de emiss@o de odor foi identificada através do teste do
vermelho neuiro, que cora células com alta atividade metabdlica, apds o
teste de concentrag&o de odor para cada verticilo floral (Vogel, 1962).

As fimbrias foram coletadas no campo, imediatamente
guardadas em bolsas de gelo, e mantidas congeladas até a por maceragdo
em CH,Cl, (Schultz et a/, 1988). Estes autores propSem este método para
extragcdo de ferombnios de pincéis de pélos de machos de borboletas
lthomiinae com CH.Cl,. A extrag@o por solvente, como ¢ CH.Cl,, tem o
inconveniente de extrair, além dos compostos volateis, compostos de peso
molecular mais alto. Assim, ceras presentes nos tecidos vegetais devem
estar presentes na fragdo diclometénica obtida das fimbrias. Apds a
maceracgdo, esta fracdo foi filtrada sobre Na,SQO, anidro, e o volume
concentrado em evaporador rotatoric & press@o reduzida e a 25°C. As
amostras permaneceram a -15°C até analise por cromatografia gasosa (CG)
e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Em
P. mucronata, esta analise nao foi realizada.

A cromatografia foi realizada em um cromatografo a gas (CG)
HP-5890, série {l com uma coluna capilar de silica apolar fundida (SA5, 30m
x 0,25mm). O CG era equipado com um detector de ionizaco de chamas e
um integrador HP 3396, série il, e o CG-EM era acoplado a um detector
seletivo de espectro de massa HP 5970. Programa de temperatura: coluna
35-200°C, 4°C/min até 200°C, e de 200-300°C, 10°C/min, a temperatura do
injetor 200°C e do detector 280°C, volume da amostra 1-2 ml, energia de
ionizagdo 70 eV, pressdo de Hélio 0,5 bar, sem razdo de divisdo por 1
minuto e fluxo Tmi/min.

Os compostos presentes nas amostras foram caracterizados
por comparacio dos espectros de massa com os da biblioteca de espectro
de massa Wiley.
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A quantidade de compostos volateis foi calculada somente em
termos da abundancia relativa na fracdo de volateis totais a partir da
integracdo obtida nos cromatogramas do CG. No detector de ionizagdo em
chamas, a magnitude do sinal gerado é proporcional ao nimero de atomos
de carbono e hidrogénio (Bonato, 1991), a 4&rea obtida nestes
cromatogramas foi multiplicada por um fator de correcéo F (Trigo, 1993), que
se baseia no peso molecular da substancia analisada:

F=PM/Cn.12

onde:

F =fator de corregédo para a drea de cada substancia analisada
PM = peso molecular da substancia analisada
Cn = nimero de carbonos da substéncia analisada

Apesar das moléculas das substancias analisadas serem
constituidas basicamente de carbono e hidrogénio, a presenca de atomos de
oxigénio deve diminuir a resposta do sinal. Deste modo, o fator de corregéo
aplicado reduz o erro que se teria com a integracdo simples, mas ndo o
elimina fotalmente.

2.5 A Andlise Estatistica

Para descrever a dindmica da secregdo do néctar ao fongo da
antese das especies estudadas foram realizados os testes de Bartlett & Fra
para verificar a homogeneidade de varidncia do volume acumulado e da
concentrag&o de néectar em relagdo ao horario (Zar, 1984). Nos casos em
que a variéncia foi homogénea, foram testadas as diferengas entre horérios
através de analise de varidncia (ANOVA). Quando a variadncia ndo foi
homogénea, foram calculadas as anadlises de regressio linear ou quadratica,
A qualidade do ajuste da curva foi verificado através da analise dos residuos
das regressdo que demonstra se as curvas de regressdo explicam toda a
tendéncia dos dados (Kleenbaum et a/., 1988). Quando a regresséo n&o foi
significativa, as diferencas entre horérios foram testadas pelo teste de
Kruskall-Wallis (Zar, 1984).
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Para a estimativa do tamanho médio das pecas florais foram
calculados a média aritmética e o desvio padrdo (Zar, 1984). Para o calculo
do volume da cémara nectarifera foi usada a formula do volume do cilindro
(Thomas & Finney, 1982).
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3 RESULTADOS

3.1 A Morfologia Floral: Suas Peculiaridades

A flor de Passiflora possue caracteristicas morfolégicas
particulares (Fig. 1). As flores das espécies estudadas sdo sustendadas por
um pedunculo, do qual parte um unico pedicelo e apresentam cinco sépalas,
cinco pétalas, e a corona. Esta reune todas as estruturas contidas entre o as
pétalas e os estames, ou seja, duas séries de fimbrias, o opérculo, o anel da
camara nectarifera e o limen. As fimbrias s8o projecdes filiformes adjacentes
as pétalas. O operculo € uma estrutura membranacea (Figs. 1a e d) ou
filamentosa (Figs. 1b e c¢) que se expande em direcdo ao androgindéforo e
limita superiormente a cémara nectarifera (Fig. 1). A fusdo parcial das
sépalas e pétalas, na base da flor, forma um hipanto onde se encontra a
caémara nectarifera. O anel da camara nectarifera, que se constitue em uma
projegdo dentro da cadmara, podendo estar presente (Figs. 1a, b e ¢) ou nao
(Fig. 1d). O limen pode se localizar sobre o androginéforo (Fig. 1a) ou na
base do mesmo (Figs. 1b, c e d). O androginéforo eleva o androceu e o
gineceu acima da base da flor. Da base do ovario, que é portanto supero,
partem cinco filetes, e acima do ovario ocorrem trés, raramente quatro,

estiletes.

3.2 A Biologia da Polinizagéo

P. alata

E uma liana herbacea que ocorre desde o estrato herbéceo até
o arbéreo, até cerca de 3 m de altura. Suas flores sdo pendentes e, quando
no estrato arbustivo, ficam oclusas na folhagem. Em cada ramo abre-se
apenas uma flor por dia, raramente duas. A antese tem inicio as 04:30h,
momento em que as flores ndo possuem néctar. O perfume adocicado de
P. alata s6 é perceptivel entre meia a uma hora apds a abertura da flor,
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quando passa a ser intenso. Os estigmas estdo receptivos durante foda a
antese.

A flor e actinomorfa. A superficie abaxial das sépalas apresenta
uma ampla faixa verde. As pétalas tém cor arroxeada assim como a
superficie adaxial das sépalas. As fimbrias sio rajadas, horizontalmente, de
branco e roxo (Fig. 2a). As fimbrias s3o carnosas, bastante alongadas (ca.
de 3,0 cm), ultrapassando a altura dos estiletes e/ou estigmas (Fig. 1a).
Formam uma barreira ao acesso da camara nectarifera, que tem em média
4,24 mm’ (dp = 1,20).

No inicio dos movimentos de abertura da flor as anteras estdo
dispostas verticalmente, introrsas, e o pdlen esta disponivel. Uma vez a flor
aberta, os filetes sofrem deflexdo, e as anteras descrevem um movimento de
180°, continuando dispostas verticalmente, mas agora com as tecas abrindo-
se para fora. Permanecem levemente inclinadas durante a antese (Fig. 1a).
E possivel ocorrer autopolinizacdo por ocasido da abertura dos botdes. Os
estiletes se fletem até que os estigmas adotem posicéo perpendicular ao
androgindforo (x = 2,43 cm, dp = 0,21) (Fig. 1). Essa deflexdo nem sempre
ocorre ou pode se dar em velocidades diferentes em cada flor. As pétalas e
sépalas fletem-se levemente para cima, e posteriormente descrevem
movimento inverso provocando o fechamento das flores as 14:30h.

Os polinizadores primarios das flores de P. alata sdo abelhas
de grande porte: Centris flavifrons, C. longimana, C. lutea, Centris sp,
Xylocopa frontalis, X. brasilianorum (Fig. 2a), X. ordinaria (Anthophoridae),
Eulaema cingufata e E. nigrita (Apidae). Outras espécies visitam a flor sem
efetuar a polinizacdo. Apis mellifera scutelata, Euglossa sp:, Euglossa sp
(Apidae) Centris analis e Centris sp., (Anthophoridae). Foi observado que o
belja-flor Eupetomena macroura (Trochilidae) localiza as flores de P. alata
que ocupam o estrato arboreo, sem, contudo, coletar néctar.

As visitas as flores iniciam-se uma hora apés sua abertura e
terminam uma hora antes de seu fechamento, uma vez que, nesta ocasiso,
as fimbrias impedem o acesso & cdmara nectarifera. As visitas ndo parecem
apresentar regularidade, e nem especificidade, pois uma flor recém visitada
por uma abelha pode ser, a seguir, visitada por outras espécies de abelhas.
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P. galbana

E uma liana lenhosa ocorrendo no estrato herbaceo e arbustivo,
ate cercade 1, 5 m de altura. Suas flores sdo eretas, e projetam-se acima da
folhagem, e s&o sustentadas por um pedunculo de 15 a 20 cm. Apenas uma
flor se abre em cada ramo por noite, raramente duas. A abertura das flores
ocorre entre 17:30h e 18:00h, e dura cerca de 20 minutos. Nesta ocasido, as
flores possuem néctar em abundancia e apresentam forte odor semelhante
ao de peixe fresco. Os estigmas estdo receptivos durante toda a antese.

A flor e levemente zigomorfa. As sépalas tém a face adaxial
branca e a abaxial verde, e as pétalas s&o brancas. As fimbrias sdo amarelo-
claras (Fig. 2b). Ha duas séries de fimbrias filamentosas (Fig. 1b), sendo a
serie externa (ca. de 2,0 cm) bem mais alongada que a interna (ca. 0,5 cm).
A camara nectarifera tem em média 3,04 mm® (dp=1,59). O opérculo nao
forma uma barreira para a camara, de modo que o néctar secretado esta
exposto ao ambiente externo. A cé&mara é ondulada, e nas cristas uma
elevacéo forma o anel (Figs. 1b e 4b).

A anteras sdo introrsas, mas assim que as flores abrem, as
anteras dispbem-se verticaimente, em semi-circulo, com as abertura das
tecas voltadas para fora (Fig.1b e 2b). O polen esta disponivel. No botéo, os
estiletes curvados mantém os estigmas distantes das anteras e, no inicio da
antese, os mantém projetados para cima da flor. Durante a antese, os
estiletes descrevem movimentos de deflexdo colocando os estigmas entre as
anteras (Fig. 1b), quando pode ocorrer autopolinizagio espontanea. As
pétalas e seépalas também se fletem para baixo, até permanecerem
totalmente verticais. Posteriormente comecgam a fazer o movimento inverso,
até o fechamento das flores, cerca de 06:00h. O zigomorfismo da flor é
conferido pela disposi¢do das anteras e dos estigmas em semi-circulo, e pela
presenca de um androgintforo (x = 3,31 cm, dp = 0,48) curvo e excéntrico
(Fig. 1b).

Os visitantes florais de P. galbana s&o morcegos, Glossophaga
soricina (Glossophaginae), que iniciam sua atividade as 19:00h, uma hora a
uma hora e meia apds o crepusculo. As visitas ocorrem aproximadamente de
hora em hora até cerca de 22:00n.
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P. mucronata

£ uma liana herbacea, ocorrendo desde o estrato arbustivo a
arboreo (de 0,5 a 5 m). As flores sdo eretas a levemente inclinadas.
Destacam-se da folhagem sustentadas por um peddnculo de cerca de 10-15
cm. Ha geralmente apenas uma flor aberta por ramo. As flores abrem-se
entre 02:30 e 03:00h. No inicio da antese, as flores possuem grande volume
de nectar, e emitem odor adocicado. Os estigmas estdo receptivos durante
toda a antese.

A flor € levemente zigomorfa. As sépalas tém a face adaxial
branca e a abaxial verde, e as pétalas sdo brancas. As fimbrias sdo amareio-
claras (Fig. 2¢). Ha duas séries de fimbrias filamentosas (Fig. 1c), sendo a
série externa (ca. 1,0 cm) levemente mais longa que a interna {ca. 0,8cm). A
céamara nectarifera tem em média 1,52 mm® (dp = 0,6). O opérculo toca o
limen, bastante desenvolvido, mas n&o forma uma barreira para o acesso 2
camara, de modo gue o néctar secretado estd exposto ao ambiente externo.
A camara nectarifera ndo apresenta ondulagées.

No inicio da abertura das flores as anteras est3o introrsas e o
polen esta disponivel. Quando as flores abrem, as anteras descrevem um
movimento de 180°, dispbem-se verticalmente, extrorsas e se posicionam em
semi-circulo. Os estiletes curvados mantém os estigmas projetados para
cima da flor e distantes das anteras. No decorrer da antese, os estiletes
descrevem movimentos de deflexdo, ao final do qual os estigmas tocam as
anteras (Fig. 1c), quando pode ocorrer autopolinizagdo espontanea. As
petalas e sépalas também se fletem para baixo, até ocuparem posi¢éo
vertical (Fig. 1¢). Fazem o movimento inverso, até o fechamento das flores,
cerca de 11:00h. O androginoforo (x = 2,79 em, dp = 0,37) curvo e excéntrico
(Fig. 1¢c), e a posicdo das anteras e dos estigmas tornam a flor zigomorfa.

Os polinizadores de P. mucronata sio morcegos, Anoura
caudifer, Carollia perspicillata e Glossophaga soricina (Fig. 2c¢)
(Glossophaginae), que visitam as flores em intervalos que variam de 3 a 11
minutos. As visitas as flores de P. mucronata ocorrem durante todo o periodo
noturno, estendendo-se até as 06:00h, ja no inicio do amanhecer.
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P. speciosa

Liana herbacea que ocorre desde o estrato herbédceo até o
arboreo (ca. de 4m de altura). As flores s&o eretas, destacam-se da folhagem
por um pedunculo de aproximadamente 10 cm. Em cada ramo geralmente
abre-se uma flor, podendo também abrirem-se duas flores. A antese inicia-se
entre 05:00 e 05:30h. Nesta ocasido as flores ndo possuem néctar. As flores
possuem leve odor acre. Os estigmas estdo receptivos durante toda a
antese.

A flor & muito levemente zigomorfa. As sépalas e pétalas sao
coradas de escarlate, assim como os estiletes e as extremidades das
fimbrias, estas porém mais escuras (Fig. 2d). Os filetes apresentam
numerosos pontos vermelhos. As fimbrias s@o carnosas, formando uma
barreira para 0 acesso a camara nectarifera (Fig. 1d). Esta é limitada por um
opérculo membranaceo, rigido, que € inicialmente depresso e se eleva em
diregdo ao androginéforo (Fig. 1d). A c&mara nectarifera tem em média 2,49
mm’ (dp = 1,15), ndo apresenta anel e é formada por subcamaras abertas
internamente no contacto com o operculo (Fig. 1d). Esta € a Unica das
espécies estudadas em que ocorrem sulcos em torno do androginéforo (x =
2,95 cm, dp = 0,17). A leve zigomorfia da flor deve-se a um espacamento
maior entre dois filetes, menos soldados entre si em relacéo aos outros.

Desde o inicio da antese, as anteras estdo exirorsas e o pdlen
disponivel. No inicio da antese, n&o ha contacto entre os estigmas e as
anteras, uma vez que os estiletes mantém os estigmas elevados acima das
anteras. Os estiletes se deflexionam durante toda a antese. Neste movimento
aproximam os estigmas das anteras, podendo ocorrer autopolinizag@o
espontdnea. Os filetes também se fletem e as anteras adotam posicdo
perpendicular ao androgindforo (Fig. 1d). Ao final da antese filetes e estiletes
“desabam” dentro da flor. As pétalas e sépalas se fletem para baixo durante
a antese, até se disporem verticalmente (Fig. 1d). Ao final da antese
descrevem o movimento inverso, fechando as flores por volta das 18:00h.

Phaethornis idaliae (Trochilidae) € o polinizador de P. speciosa
(Fig. 2d). Este beija-flor tende a visitar as flores em intervalos de 45 minutos,
tendo sido avistado em uma primeira visita as 05:40h. Algumas abelhas
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Euglossinae foram vistas coletando néctar nesta espécie, sem tocar os
org&os reprodutivos.

Nestas quatro especies a posicdo que as anteras ocupam
durante parte do periodo de antese & que permite a deposigo de grdos de
polen no animal. Assim também, a deflexdo dos estiletes posiciona os
estigmas de tal maneira que possam receber os gréos de polen do corpo do
animal (Fig. 2).

As flores destas espécies s&o receptivas durante toda a antese
e, apesar de ocorrer transferéncia de pdlen para os estigmas sem a
mediag&o de um vetor de polen, as flores ensacadas ndo produziram frutos
(Tabela 1) indicando que estas espécies no sio autocompativeis e nem
agamospérmicas.

Tabela 1. Numero de flores ensacadas na pré-antese nas quatro espécies de
Passiflora para verificar a ocorréncia de formacéo de frutos.

P. alata P. galbana P. mucronata P.speciosa

Flores 27 25 56 13

Frutos 0] 0 0 §]




Figura 1. Sec8o transversal das flores de Fassiflora: P. alata (a),

P. galbana (b), P. mucronata (c), P. speciosa (d). a - anel da
cémara nectarifera, f - fimbrias, | - limen, o - opérculo.
(Escala 1:1)
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Figura 2. Flores de Passiflora e seus polinizadores. P. alata e Xylocopa
brasilianorum (a), flor de P. galbana (b), P. mucronata e
Glossophaga soricina (c), P. speciosa e Phaethornis idaliae
(d). Observar a deflexdo dos orgdos reprodutivos e seu

contacto com o corpo do polinizador.
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3.3 O Recurso Alimentar

3.3.1 0 Nectario

Nas espécies em estudo, o nectdrio ¢ formado por um
paréngquima amilifero vascularizado, que reveste a camara nectarifera.
Subjacente a este parénquima estio feixes vasculares e um parénguima
jacunoso.

Em P. alata, o anel do parénquima amilifero apresenta glicose
em seus protoplastos, segundo o teste da glicose-oxidase (Fig. 3a). Em
P. galbana, as células do parénquima amilifero reagem positivamente para a
glicose pelo teste da glicose-oxidase (Fig. 3b).

Nas quatro espécies, nota-se redugao da intensidade de reag&o
do lugol, nas fases da pré-antese a pos-antese, decorrente da diminuigéo do
nGmero de graos de amido no parénquima amilifero que reveste a camara
nectarifera (Fig. 4). Em P. mucronata, no inicio da antese as 03:00h, ja
houve hidrolise de grande parte dos gréos de amido. O mesmo naoc foi
observado em P. galbana.

Figura 3. Presenga de glicose no nectario de P. alata - células do anel

do parénquima (seta) reagem positivamente com a glicose-
oxidase (a), e de P. galbana - reagdo positiva das células do
parénquima (seta) (b).(50x)
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W

=l

Figura 4. Variagdo da densidade de grados de amido em nectarios.

Coluna direita - flores em pré-antese, coluna da esquerda -
flores em pés-antese. P. alata. (a e a;), P. galbana (b e by),
P. mucronata (¢, e Cz) e P. speciosa (d e dy) (50x).
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3.3.2 A Secregéao de Néctar

A secrec¢do de néctar de cada espécie de Passiflora ocorreu de
maneira bastante distinta. P. mucronata foi a Unica espécie que apresentou
variancia homogénea tanto em relagdo ao volume (Bartlett = 10,206, P < 0,05
e Frax = 8,94; P < 0,05) quanto em relac8@o a concentracdo (Bartlett = 12,663,
P <005 e Funx = 15246; P < 0,05); no restante das espécies foram
realizadas analises de regressdo entre o volume acumulado de nectar ¢ o
horario (Fig. 5) e a concentragdo de néctar e o horario (Fig. 6). A regressao
da concentrag@o do néctar de P. alata néo foi significativa e portanto os
dados foram tratados pelo teste de Kruskall-Wallis.

Durante a antese de P. alata a secre¢do de néctar apresenta
um padrao quadratico, e pode acumular 196 ul no final da antese, segundo a
equacéo de variagdo do volume (Fig. 5a). A concentragéo, em torno de 45%
p/p (Fig. 6a), nao apresenta variagdo com o horario (Kruskall-Wallis, H =
14,605; %° 505, 10 = 18,307, P = 0,147).

P. galbana inicia a secrec@o de néctar antes da abertura das
flores, que ocorre as 17:30-18:00h (Fig. 5b). Neste horario as flores possuem
39 ul, de acordo com a equagdo de variagdo do volume. O processo de
secrecdo de néctar também pode ser dividido em trés fases. A primeira, das
18:00 as 21:00h, na qual ocorre secregdo de néctar. A segunda fase se
estende das 21:00 as 24:00h, sendo o periodo em que a curva de secregé&o
tende a estabilizar, ac final do qual as flores acumulam 161 pl. A partir deste
horario, iniciando a terceira fase, o néctar comega a ser reabsorvido e por
volta de 03:00h algumas flores ndo possuem néctar. A uma hora do final da
antese, quase todas as flores reabsorveram o néctar (Fig. 5b). Ha redugéo
continua da concentragéo ao longo da antese (Fig. 6d).

Em P. mucronata, ndo ha diferenca significativa de volume de
néctar acumulado entre os horarios (ANOVA, Foos s 38 > 1.14, P = 0,376)
apesar de aparentemente haver dois picos de secregdo de néctar, entre
04:00 e 05:00N e as 08:00h (Fig. 5c). Ao longo da antese, 0 néctar torna-se
cada vez mais diluido (Fig. 6¢).

As flores de P. speciosa iniciam a secrec&o de néctar logo apos
a abertura das flores. O processc de secregdc pode ser dividido em trés
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fases. A primeira, do inicio da antese até as 11:00h, durante a qual ocorre
secrecdo de nectar. A segunda fase, que se estende de 11:00 as 14:30h, a
secrecdo tende a se estabilizar. A partir de 14:30h o néctar comeca a ser
reabsorvido, constituindo o periodo do final da tarde a terceira fase. Quando
as flores se fecham, por volta das 18:00h, h& ainda 225 i, segundo a
equagéo de variagdo do volume (Fig. 5d). A concentragdo apresenta queda
no inicio da antese, até 11:00h. A partir deste horario, o néctar passa a ficar
mais concentrado de novo {Fig. 6d).

Em P. alata, P. galbana e P. speciosa, a taxa de producgdo de
néctar (TIPN) varia com a antese (Fig. 7), 0 que n&o ocorre com
P. mucronata (Fig. 5¢). A TIPN € maxima no inicio da antese. Em P. galbana
e P. speciosa, ha reabsorgéo durante a antese, como nota-se pelos valores
negativos da TIPN (Figs. 7b e c). Com a extrapolac@o da curva gerada, para
pontos nao observados, ou seja, para a fase de pés-antese, a TIPN tende a
cair a zero. Assim como ha cada vez menos néctar a ser reabsorvido, a TIPN

é cada vez menor.
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3.3.2.1 Avariabilidade' do recurso alimentar ao longo da antese

Nota-se em P. alata que o velume de recurso alimentar varia
muito no inicio da antese (225%), mas a variabilidade do volume declina
nitidamente ao longo da antese (Fig. 8a).

P. mucronata mostra menor variabilidade do volume de néctar
no inicio da antese, de 03:00 as 05:00h, apresentando um pico ao
amanhecer, as 06:00h (Fig. 8c).

Em P. speciosa e em P. galbana a variabilidade do volume de
néctar é bastante pronunciada ao longo da antese (Figs. 8b e d). Nas duas
espécies a menor variabilidade de volume é encontrada no meio do periodo
de antese, em F. speciosa enire 11:00 e 13:30h (Fig. 8d), e em P. galbana
entre 21:00h e 24.00h (Fig. 8b). Ambas apresentam queda na variacdo do
volume em relagdo ao encontrado no inicio da antese, e aumento da
variagdo do volume ao final da antese.

Para as quatro espécies, a concentracéo de néctar apresentou
baixa variabilidade, mantendo o coeficiente de variagdo entre 0 e 25%
(Fig. 8).

! 1 yarigbilidade considerada aqui como variacfo do coeficiente de variagdo
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3.3.3 A Constituicdo do Néctar

No néctar das espécies de Passiflora em estudo encontram-se
lipidios e sais minerais (Tabela 2). Nota-se que o neéctar das espécies
P. galbana, FP. mucronata e P. speciosa possui aproximadamente seis vezes
mais colesterol e 2.3 a 4,8 vezes mais trigliceridios que P. alata e razé@o
Na /K" maior que 1,0. A quantidade de fésforo, indicando em parte a
presenca de fosfolipidios, &€ bem distinta em P. speciosa, sendo cerca de trés
vezes superior ao das outras espécies.

Além destes componentes foram encontrados monossacaridios,
e um dissacaridio. Os padrdes de fragmentagdo em espectrometria de
massas da maioria destes compostos penta- e octaacetilados estéo descritos
na Tabela 3.

Tabela 2. Quantificacdo de glicose, lipidios e sais minerais no néctar das
espécies de Passiflora

Constituintes P. alata P. galbana  P. mucronata  P. speciosa
Glicose {mg/L) 521 531 572 502
Colesterol (mg/L.) 2 13 11 11
Trigliceridios (mg/L) 6 19 29 14
Fosforo (mg/1.) 1.3 1.6 1.2 43
Calcio (mg/L) 1.0 1.8 1.6 1.4
Sédio (meq/L) 3 3 4 7

Potassio (mEg/L) 5 1.9 2.6 1.9
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Tabela 3. Padréo de fragmentacdo de massas de derivados acetilados de
acticares enconfrados no néctar das espécies de Passiffora por CG-EM e
abundancia relativa de seus fragmentos [m/z%)]

Acicares Indice de m/z (%)
retencio

desconhecido 1 1957 [MIT 7 (ausente), 312 (5), 270 (12), 228 (25), 210
(10), 186 (23), 168 (15), 14 (45), 126 (23), 97 (10),
43 (100)

pentacetato de 1966 [M]+390 (ausente), 331 (2), 275 (3), 233 (1), 211

monossacaridio (7). 170 (26), 169 (5), 157 (7), 128 (25), 115 (15),
101 (10), 97 (4), 87 (6), 68 (7), 43 (100)

pentacetato de 1975 MT+390 (ausente), 331 (2), 317 (5), 275 (26), 233

monossacaridio (5), 228 (7), 215 (6), 211 (9), 187 (7). 169 (10), 155
(5), 145 (5), 126 (6), 109 (5), 101 (24), 43 (100)

pentacetato de 1981 [M] 7390 (ausente), 331 (2), 317 (4), 275 (32), 233

monossacaridio (5), 228 (7), 215 (9), 211 (7), 186 (8), 187 (7), 170
(3, 169 (9), 155 (7). 143 (5), 127 (7), 109 (4), 101
(24), 86 (5), 43 (100)

pentacetato de 2002 MI+390 (ausente), 317 (1), 287 (1), 242 (5), 200 (9),

monossacaridio 157 (14), 140 (9), 115 (23), 103 (8), 98 (16), 43 (100)

{glicose?)

desconhecido 3 2036 MI*? (ausente), 270 (2), 228 (2), 210 (10), 168 (19),
155 (10), 145 (9), 139 (9), 126 (36), 103 (12), 97
(10), 43 (100)

desconhecido 4 2042 [MI7 (ausente), 313 (13), 288 (9), 228 (23), 210 (2),
200 (3), 186 (5), 168 (6), 144 (6), 126 (23), 118 (10),
85 (13), 73 (11), 43 (100)

desconhecido 5 2046 [M]J*? (ausente), 313 (10), 288 (10), 228 (11, 186
(10), 168 (26), 155 (11), 154 (10), 144 (6), 139 (6),
131 (5), 126 (17, 115 (10), 103 (9), 97 (9), 73 (8),
43 (100)

desconhecido 6 2066 [M]7390 (3), 348 (3). 288 (15), 228 (10), 210 (4),
186 (11), 168 (17), 157 (6), 145 (9), 139 (5), 126
(233, 115 (3), 103 (6), 97 (11), 43 (100)

desconhecido 7 2084 IMIF390 (3), 348 (8), 288 (15), 228 (11), 210 (5),
186 (11), 168 (20), 157 (7), 145 (1), 139 (5), 126
(26), 115 (4), 103 (7), 97 (1), 43 (100)

octacetato de 2900 IMI678 (ausente), 400 (1), 331 (84), 271 (8), 211

dissacaridio

{82}, 169 (100), 145(5), 139 (7), 126 (I1D), 115 (8),
109 €400, 97 (7), 43 (160)
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3.4 O Padrao de Pigmentagdo e os Volateis

Diversos pigmentos compdem as cores dos verticilos florais das
quatro espécies de Passiflora (Tabelas 4, 5, 6 e Fig. 9). P. alata apresenta
antocianidinas em suas fimbrias, pétalas e sépalas, sendo que estes ultimos
veriicilos florais também possuem flavonas. P. galbana possui flavonas nas
fimbrias e nas sépalas, provavelmente associadas com chalconas, e
isoflavonas ou flavanoncl nas pétalas. Antocianidinas est&o presentes em
pétalas e sépalas de P. mucronata, associadas com flavonol ou flavona,
respectivamente. Nas fimbrias foram encontradas isoflavona e chalcona. Em
P. speciosa, antocianidinas, flavonas e auronas foram encontradas nas
pétalas e sépalas.

Em P. alata e P. speciosa estes pigmentos absorvem luz desde
a faixa do ultravioleta, 300 a 400 nm, até o vermetho, em 600 nm. Em
P. galbana e P. mucronata, a absorcio ocorre apenas na faixa do ultravioleta
(Fig. 10).

A analise do extrato diclorometdnico por CG-EM demonstra a
presenca de 47 compostos em P. alata, 49 em P. speciosa, e 64 compostos
em P. galbana (Tabela 7, Fig. 11, 12, 13, 14 e 15). Entre eles estdo incluidos
compostos volateis e 0s de peso molecular mais alto. Com a exclus@o dos
alcanos e alcenos dos hidrocarbonetos alifaticos, cujo peso molecular é
elevado (PM > 188, excluido o biciclodecano), e das substadncias nao
identificadas (Tabela 7), tem-se em P. alata 23 compostos, 28 compostos em
P. galbana e 7 em P. speciosa.

Foram chamados de compostos majoritarios 0s que apresentam
abundancia relativa maior que 5%. Em P. alafa, reunem benzenometanol (71
- 44%), citronelol (79 - 20%), em F. galbana, benzenometanol {71 - 5%),
9,12-octadecadiencato de metila (50 - 11%), geraniol (80 - 11%) e trés
substéncias n&o identificadas (89 - 11%, 172 - 8% e 97 - 6%), e em FP.
speciosa, pentadecano (9 - 5%), dois alcanos néo identificados (16 - 5% e 40
- 6%), etilbenzeno (63 - 5%), 1-etil-4-metilbenzeno (65 - 5%) e trés
substancias ndo identificadas (92 - 5%, 162 - 5% e 169 - 6%) (Tabela 7).

P. alata e P. galbana tém o metabolismo de volateis
diversificado, com aldeidos, cetonas ou alcoois alifaticos, alcoois aromaticos



33

e monoterpenos. F. speciosa, ornitdfila, apresenta apenas compostos de alto
peso molecular principalmente hidrocarbonetos saturados com cadeias
longas e compostos aromdéticos acidos ou com substituices alquila
(Tabela 7).

Diversos compostos volateis ndo foram identificados. Uma
descriggo fiel do perfil de odores de cada espécie requer a identificacdo do
restante dos volateis.
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flavondis antocianidinas
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Figura 9. Classes de pigmentos encontrados nos extratos metandlicos
dos verticilos florais de Passiflora.
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HIDROCARBONETOS ALIFATICOS

alcanos e cicloalcanos

RN N e e
1. cicloexano 2. decano
I N N e R NG P Ny
3. undecano 4. dodecano

8. tridecano 8. 4 7-dimetilundecano

I P P P N

7. tetradecano

8. biclico (7,1,0) decano

Figura 11. Compostos encontrados nos extratos diclorometanicos das
fimbrias de Passiflora.



zlcanos e cicloalcanos

I P PV P P e

9. pentadecano

N N VN

16. hexadecano

1. ciclododecano

R e N P P N N e

12. heptadecano

I P N e P P U P N

13. octadecano

Figura 11. Continuagao.
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alcenos e cicloalcenos

NP N

43. 1-metil-3-(2metilpropenil) ciclopentano 44, 7-metil-2-deceno

YV e NP Ve PN

45. 1,13-tetradecadieno
AV P Ve e e e\

46. 1-hexadeceno

Figura 11. Continuagao.



ésteres

\/\/YO\ \/wox

O o

47. hexanoato de metila 48. octanoato de metila

\/\N\/\/\V’\/\/\ﬂ/o\

O

50. 9,12- octadienocato de metila

\/\/\/\/\/\/\/\](O\

Q

51. 9-hexadecanoato de metila

aldeidos
O

\MO\

O
48, 3,7-dimetil-2,6-octadienoato
de metila
O

/\/\)\H \/\/\/iLﬁ

52. hexanal 53. heptanal

Figura 11. Continuag&o.



cetonas

~, o,

54. 2-ciclopentenona 8. 2-ciclohexenona

alcoois
CH
\/L/OH N OH
58. 1-hexanol 60. t-octanol
SN F-OH HO o~ -OH
1. 2.4-octadienol 62. 1,10-decanodiol

Figura 11. Continuacgéao.
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BENZENOIDES

benzenos

6 & o

83. etilbenzeno 64, 1-etil-2-metilbenzeno 6§. 1-etil-4-metilbenzeno

66. 1,3,5-trimetit 67. 2-metil-1, 1'-bifenil 68. 1,1-metileno
benzeno bibenzeno
ésteres
/0 O

o
)y O

£9. 2-hidroxibenzoato de metila 70. acetato de 3, 4-dimetoxifenile

Figura 11. Continuacéo.




alcoois
OH
OH OH
71. benzenometanol 72. 2-metilfenol 73, 4-metilfenol
OH
-~
OH C
O O

74 benzenoetianol 5. 1,4 dimetoxibenzeno  76. 4-metoxibenzenometano

/OH

77. 3-fenil-2-propenol

Figura 11. Continuacéo.
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TERPENOIDES

monoterpenos
0
X OH "oH N
| | |
78. pineno 73. citronelol 80. geraniol 81. citral

sesquiterpenos

x 2
o~ Z OH
N =
| f |
OH

82. copaeno 83. elemeno 84. nerolidol 85. farmnesol

QUTROS

Ho/\ﬁ

86. 4-metil-5-tiazoetanol

Figura 11. Continuagéo.
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4 DISCUSSAC

4.1 A Biologia da Polinizacado

As espécies em estudo s&o polinizadas por animais distintos:
P. alata € melitdfila, P. galbana e P. mucronata so quiropteréfilas, e
P. speciosa & ornitéfila (Fig. 2).

Nas quatro espécies, a polinizagdo cruzada & imprescindivel
para a formac&o de frutos (Tabela 1). Nestas espécies, a polinizagdo esta
relacionada a mudanga de posi¢éo dos orgdos reprodutivos durante parte da
antese, 0 que € comum no género PFassiflora (Janzen, 1968; Sazima &
Sazima, 1978; Endress, 1994).

A receptividade do estigma das espécies estudadas ndo esta
relacionada corn a deflexdo dos estiletes, diferindo da hipétese de Janzen
(1968) que estes dois fatores estariam relacionados. A movimentacdo dos
orgéos reprodutivos estabelece uma barreira temporal para a polinizago em
estigmas receptivos, mas ndo uma barreira fisiol6gica, pois o pdlen estd
disponivel durante toda a antese, e os estigmas esto receptivos.

Como em P. alata as fimbrias sdo bastante desenvolvidas, as
abelhas tém necessariamente que se posicionar entre este verticilo e o
androgindforo para terem acesso & cdmara nectarifera (Fig. 1a). Assim, a
posi¢do inclinada das anteras favorece a deposicéo de pélen no dorso das
abelhas de grande porte, como algumas espécies de Centris e as espécies
de Eulaema e Xylocopa (Fig. 2a). A deposicéo de gréaos de polen que estéo
no dorso destas abelhas ocorre apenas em estigmas de flores que possuem
os estiletes deflexionados. As flores que néo possuem este deslocamento
dos estiletes podem ser consideradas flores funcionaimente masculinas,
assim como ocorre em F. foetida (Gottsberger et al., 1988), P. quadrangularis
e P. pinnatistipula (Knuth, 1904 apud Gottsberger ef al, 1988). O fato das
fimbrias serem bastante desenvolvidas e carnosas em FP. alafa deve impedir
o acesso a camara nectarifera pelo beija-flor Eupetomena macroura, pois ele
localiza as flores mas ndo coleta néctar.
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Em P. speciosa, as fimbrias colaboram para o fechamento da
camara nectarifera (Fig. 1d), impedindo o acesso de coledpteros e formigas.
As fimbrias, assim como o limen e o opérculo, podem participar da protecéo
do néctar (Tillett, 1888). Dentre as espécies estudadas, o limen exerce
funcdo de protecdo do néctar apenas em P. mucronata, onde esta bastante
desenvolvido (Fig. 1c).

O limen, que pode corresponder ao ultimo verticilo da corona
(Lindman, 1906 apud Endress, 1994), delimita internamente a cémara
nectarifera (Tillett, 1988). E ainda possivel que o limen n3o seja o ultimo
verticilo da corona, resultando da redugdo dos estames. de Wilde (1974)
sugere que o limen se origine a partir de estaminédios, ao comparar o
género Passiflora com géneros da tribo Passiflorae do velho mundo que
apresentam maior numero de estames e estames ndo fundidos ao gindforo.
O opérculo, que corresponde ao penditimo verticilo da corona (Lindman,
1906 apud Endress, 1994), fecha a cémara nectarifera de P. alafa e de
P. speciosa (Figs. 1a e d), enquanto que nas espécies quiropterdfilas, como
o opérculo é reduzido e filamentoso (Figs. 1b e ¢), o néctar fica exposto,
especialmente em F. galbana, facilitando a coleta de néctar pelos
polinizadores, © que deve aumentar a eficiéncia de retirada de néctar.
Koschnizke & Sazima (submetido) ressaltam a importancia do tipo de
opérculo no ajuste com o polinizador em cinco espécies de FPassiflora.
Consideram que opérculos plicados permitem o acesso ao néctar por
visitantes menos especializados, engquanto que opérculos que fecham mais
firmemente a cédmara nectarifera, s& permitem o acesso a determinados
grupos de animais. Neste sentido, apenas P. alata e P. speciosa possuem
opérculos que dificultam o acesso da c@mara nectarifera por visitantes
ilegitmos.

As flores de P. galbana e de P. mucronata sao muito similares
entre si (Figs. 1b e 1c). O fato do androgindforo ser curvo facilita o acesso a
camara nectarifera pelo animal, mas o véo de abordagem a flor deve ser feito
em uma determinada direc&o. Neste caso, a eficiéncia de deposicdo de
pélen no corpo do animal @ aumentada pela disposicdo das anteras em semi-
circulo e por sua posi¢do. Por vezes, em P. mucronata, existe uma barreira
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de folhagem atras da flor (Sazima & Sazima, 1978). Quando isto ocorre, o
véo de acesso a flor sofre mais restricdes (Fig. 2¢), o que n&o acontece em
flores de P. gal/bana, que estdo destacadas da folhagem.

Em P. alafa, a sinalizag8o olfativa & que parece ser essencial
na localizagdo das flores, pois as flores somente sdo visitadas apds o inicio
da produgado de odores, que ocorre entre meia e uma hora ap6s a abertura
da flor. O atributo visual parece ser menos importante na localizacdo das
flores, uma vez que as abelhas encontram as flores oclusas na folhagem.

Distintamente, as flores de P. galbana, P. mucronata e
P. speciosa s&0 bem visiveis pois se destacam da folhagem através de um
pedunculo desenvolvido, constituindo um carater morfoldgico que as torna
bastante acessiveis aos polinizadores de grande porte, como morcegos
(Sazima & Sazima, 1978) e beija-flores.

Em P. speciosa o atributo visual tem grande importéncia na
localizacdo das flores: a posic@o da flor e sua cor escarlate a torna
facilmente distinguivel & distancia, fato particularmente importante para
polinizadores que localizam flores visualmente, como beija-flores. Nesta
especie, a posicdo horizontal das anteras durante parte do periodo de
antese favorece a deposi¢do de pdlen na cabega do beija-flor, Phaethornis
idaliae.

As fimbrias de P. alata s&o as mais longas, enquanto que as de
P. speciosa s&0 as de menor tamanho. P. galbana e P. mucronata possuem
fimbrias de tamanho intermediario entre as anteriores (Fig. 1). Uma vez que
sdo as fimbrias que emitem os odores, o desenvolvimento maior deste
verticilo floral poderia significar maior investimento na producéo de odores e,
provavelmente, estaria relacionado com o tipo de polinizador. A importancia
dos odores na orientagdo de abelhas (Willams & Dodson, 1972, Vinson ef
al., 1982; Borg-Karlson, 1990, Lunau, 1992) e morcegos (Rieger & Jakob,
1988; Thies et al,1998), animais que visitam as espécies de Passiflora
estudadas, em relagdo & espécie ornitdfila explicaria porque as fimbrias sdo
mais desenvolvidas em P. alafa e P. galbana, o que, no entanto, ndo ocorre
em P. mucronata. Ao comparar espécies melitéfilas e ornitdfilas de
Passiflora, Endress (1994) assinala que & possivel que as espécies
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polinizadas por beija-flores possam apresentar redugdo das fimbrias. A
distingdo feita por Endress é valida para a comparacdo das mesmas
sindromes aqui apresentadas, melitofilia e ornitofilia, mas no se aplicou as
espécies quiropterdfilas, onde uma espécie exibe fimbrias longas e a outra
fimbrias curtas.

4.2 O Recurso Alimentar

A secregdo de néctar das espécies estudadas ndo é
homogénea ao longo do tempo. A dindmica da secregdo & provavel
consequéncia do metabolismo do amido armazenado nos nectérios (Fig. 4)
(Lattge, 1971, Belmonte ef al., 1894). A antecipagéo da hidrolise de amido no
nectario em relagdo a antese é que possibilitaria as flores quiropteréfilas,
P. mucronata € P. galbana, armazenarem néctar antes da abertura das
flores, resultando em grandes volumes de néctar nas flores desde o inicio da
antese. Este fendmeno é bem nitido em P. mucronata que j& secretou todo
néctar antes do inicio da antese e onde a maioria dos graos de amido ja foi
hidrolisado antes da abertura das flores. P. galbana, no entanto, ainda
armazena gré&os de amido que serviriam para a secrecio de néctar durante a
primeira fase da antese. No entanto, a capacidade de produzir néctar antes
da antese nao esta restrita a estas espécies; outras espécies de Passiflora
tambem o fazem (Durkee ef a/,1981). Em P. alata e em P. speciosa, a
hidrélise de amido ocorre durante a antese, 4 medida que o néctar esta
sendo secretado, 0 que possibilitaria que o recurso alimentar seja liberado
aos poucos aos visitantes florais.

O acimulo de amido, poucas vezes descritoc em nectarios
(Durkee ef al.,1981; Belmonte ef al, 1994), deve ser possivel gracas a
vascularizag&o do parénquima que circunda a cdmara nectarifera, ou do
tecido subjacente. Acredita-se que o amido armazenado no parénquima
amilifero seja oriundo do transporte de agucares pelo floema. Esta hipétese
foi formulada por Durkee ef al (1981) cujos estudos demonstram que o
acumulo de amido em nectdrios dos botdes das flores de Passiflora ocorre
somente apds a maturacac dos tecidos vasculares.
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Durante a antese, ocorrem variacbes de volume e de
concentragdc  observadas em [pomopsis agragata (Palemoniaceae)
(Pleasants, 1983), Combretum fruticosum (Galetto & Bernardello, 1993) e
Pyrostegia venusta (Bignoniaceae) (Galetto ef a/, 1994). Os constituintes
majoritarios do néctar sdo aglcares, apresentando maior contribuicdo na
concentragéo de solutos no néctar e, portanto, para seu indice de refracéo.
Constituintes n&o glicidicos, como fons, tém uma contribuicdo expressiva no
indice de refragéo (Inouye ef al. 1980), mas ao se referir & variacdo de
concentracdc ao longo da antese, apenas a variacdo de substéncias
glicidicas foi enfocada.

Assim sendo, em P. alafa a secrecdo de néctar parece
depender tanto de uma produgdo continua de aglcares como do aporte
continuo de agua para o nectario (Figs. 5a e 6a). Experimentos indicam que
o suprimento de agua para a camara nectarifera é mantido pela corrente
gerada pelo gradiente de potencial hidrico entre o néctar e as células do
nectario transpiragéo (Luttge, 1971). Como ha aumento do volume de néctar
com o decorrer da antese (Fig. 5a), mas ndo da concentragdo (Fig. 6a), o
néctar ndo sofre diluicdo. Littge & Schnepe (1976) propoem que durante o
processo de secregdo de aglcares alguma etapa seja mediada por
transporte ativo. Esta pode se situar entre as células do parénquima e as
células secretoras, ou das células secretoras para o néctar.

Em P. galbana, o aumento de volume acumulado de néctar
durante a primeira fase da secrecdo ocasiona a diluigdo da concentragdo do
néctar (Figs. 5d e 6d), uma vez que ha queda da concentragio ao longo da
antese (Fig. 6d). Trés hipéteses podem explicar este fato: a primeira é que a
a producgdo de aglcares n8o € proporcional ao volume de néctar secretado,
assim sendo ha mais agua que agucar secretado levando a diluicdo da
concentrac@o; a segunda é que todo o agucar ja foi secretado, e durante esta
fase da antese ocorre apenas secrecdo de éagua; a terceira onde a
reabsorcdo de agucares tenha ja iniciado nesta fase, uma vez que as flores
desta espécie contém néctar desde o inicio da antese (Fig. 5d). A segunda
hipotese € a mais improvével, tendo em vista que o néctario ainda armazena
muito gréos de amido no momento de abertura da flor.
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A segunda fase de secrecdo de néctar em P. galbana é a de
estabilizagdo da variag8o do volume e da concentragéo e representa a fase
de transicdo entre as outras duas fases. Durante a terceira fase, que é a de
reabsorg&o de nectar (Fig. 5d), a queda da concentragéo prossegue mesmo
n&o havendo mais aporte hidrico (Fig.6d); a reabsorc&o de aclcares deve
ser portanto mais répida que a da &gua. Isto parece demonstrar que a
reabsorcdo de agucares ndo depende de transporte de massa, mas deve-se
a transporte ativo especifico, como o modelo proposto por Liittge & Schnepe
(1976). Cruden et al. (1983) acreditam que reabsorgéo de aglcares ndo deva
ocorrer muito freqUentemente porque deve ser tdo custosa gquanto sua
produgdo, mas apesar da reabsorgcdo envolver custo de ATP (Luttge &
Schnepe, 1976), a regeneracéo de muitas moléculas de ATP por esta mesma
molécula de glicose deve tornar a reabsorgdo um processo vantajoso. Deve-
se esperar, ent&o, que a reabsor¢do diminua o custo da producdo de néctar
pela planta, ern especial em Passiflora onde ha secrecdo de grandes
volumes de néctar. A curva da variagZ0 da taxa de producdo instantanea de
néctar (TIPN), quando extrapoiada para pontos da pds antese (Fig. 7),
demonstra que nas irés espécies que apresentam variagdo de néctar,
F. alata, P. gaibana e P. speciosa, ocorre reabsorcéo de néctar. O mesmo
deve acontecer em P. mucronata, onde deve ocorrer variacdo do volume de
néctar somente apos a antese, onde nao foram feitas observacgdes. |

Em P. mucronata, ocorre reabsorgdo de aglcares durante a
antese uma vez que n&o ha variagdo de volume de néctar (Figs.5b e 6b).

Em P. speciosa, o aumento do volume de néctar gera diluicdo
do néctar durante a primeira fase de secregdo de néctar e a reabsorcio do
néctar, na terceira fase, provoca a concentrag@o do néctar (Figs. 5¢ e 6¢).

Abeilhas consomem néctar em uma concentracio média de 35%
p/p; beija-flores, 23% p/p; borboletas, 25% p/p; morcegos, 17% plp segundo
Heyneman (1983). As diferengas de concentragdo de néctar segundo o tipo
de polinizador t&m suscitado discussGes (Bolten & Feinsinger, 1978; Calder,
1979; Pyke & Waser, 1681, Heyneman, 1983; van Helversen & Reyer, 1984;
Roces ef al. 1992). O que parece paradoxal é que animais maiores, com

necessidades energéticas maiores, alimentem-se de néctar mais diluidos.
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O néctar de P. speciosa tendo concentracdo elevada,
39,5 % p/p, fornece energia suficiente para beija-flores que tem custo alto de
deslocamento para alimentar-se, como os que adotam o forrageamento em
linhas de captura (Heyneman, 1983). P. speciosa apresenta néctar com
quase o dobro da concentracéo encontrada em média para flores polinizadas
por beija-flores (23% p/p).

Embora os verticilos florais de P. speciosa ndo impecam o
acesso de abelhas e borboletas ao nectédrio, o que ndo é esperado para
flores que exibem valores altos de concentracdo de néctar (Bolten &
Feinsinger, 1978), € provavel gue o volume de néctar produzido por suas
flores garanta recurso alimentar suficiente para os polinizadores, apesar da
coleta de nectar por visitantes ilegitimos. A secrecéo continua de néctar ao
longo da antese diminuiria o impacto causado pela coleta de néctar por
outros visitantes florais, assim como motivaria o uso de linhas de captura
pelos beija-flores. Uma vez que beija-flores conseguem modular seu
comportamento alimentar ao padréo de secregdo de néctar visitando flores
quando elas possuem mais néctar (Bernardello et a/., 1994; Varassin, 1996),
se os beija-flores adotassem este tipo de forrageamento, a chance de
encontrar flores mais néctar aumentaria, pois o intervalo entre uma visita e
outra permitiria que o nectar acumulasse. Qutro aspecto relevante € que a
acessibilidade do néctar por ladrées de néctar parece n&o influir quando a
planta exibe uma TIPN elevada ou quando ha acumulo de néctar antes da
abertura das flores (Cruden ef al., 1983). Estes seriam fatores suficientes
para permitir que as plantas continuassem compestindo por polinizadores,
apesar da retirada de nectar por ladrées de néctar (Cruden et al, 1983).
Como em P speciosa a TIPN é alta durante as primeiras seis horas de antese
(Fig. 7c), e os beija-flores parecem forragear em intervalos regulares, a
planta consegue manter seus polinizadores.

P. alata também possui concentragdo de néctar alta (Fig. 6a),
comum em espeécies melitéfilas. Como abelhas de grande porte, como as do
género Xylocopa, produzem muita agua metabdlica devido ao sua alta taxa
respiratéria durante o vbo (Nicolson, 1990), a redugéo do ganho de agua a
partir de néctar mais concentrado como o de P. alata permitiria que seus
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polinizadores se alimentassem mais vezes, sem comprometer a regulacdo
osmotica de seus fluidos corporais. Se assim for, a polinizagdo das flores
com concentracdo mais elevada deve ser favorecida pelo aumento de
freqiéncia nas visitas. Esse controle do ganho de agua parece ser tdo
importante que abelhas, como Xylocopa mordax, concentram gotas de néctar
que apresentam conceniragido de 49% para 62%, antes de incorpora-las
como alimento, valendo-se de movimentos bruscos da lingua (Corbet &
Wilimer, 1980).

As concentracbes de néctar de P. galbana e P. mucronata
estdo muito proximas de 26% p/p (Fig. 6b e c), valor que corresponde &
maior eficiéncia de retirada de néctar por nectarivoros, como abelhas, beija-
flores, mariposas, morcegos segundo o modelo proposto por Heyneman
(1983). Segundo este autor, os animais que procuram reduzir o tempo de
alimentacdo, como 0s que adejam ou 0s que estdo muito expostos &
predag&o durante a coleta de néctar, tenderiam a se alimentar de néctar
mais diluido pois isso possibilita uma retirada mais eficiente. No entanto, a
concentragéo de 26% p/p poderia superar o consumo didrio de energia para
0 morcego Anoura caudifer, pois a concentracdo de néctar, estimada em
laboratdrio, necessaria para fornecer agua e agUcar para individuos desta
espécie se encontra na faixa de 17,8 - 20,7% p/p {van Helversen & Reyer,
1984).

Supondo que a necessidade de suprimento hidrico de um
individuo de A. caudifer por dia seja de 13,4 mi, e 0 peso especifico de uma
solucdo agucarada 1,08 para néctar com cerca de 20% p/p de concentragdo
(van Helversen e Reyer, 1984), um individuo precisaria, entdo, de 16,9 ml de
néctar por dia, ou seja, cerca de 93 flores de P. galbana que produzam em
media 182,5 ul na concentracdo de 26,1% p/p de 1%h as 22h, e precisaria de
15,6 ml de néctar, ou seja, cerca de 52 flores de P. mucronata que fornegam
em média 300,7 ul na concentragdo de 20,7% p/p até o amanhecer.

A partir do volume de néctar de P. mucronata e de P. galbana
acima calculado, pode-se ainda estimar o numero de visitas que um animal

| deve fazer &s flores para suprir sua necessidade de &gua, e

consequentemente de calorias. Se o animal coleta entre 15 e 20 ul, ele tera
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gue fazer, respectivamente, de 1040 a 780 visitas em flores de P. mucronata,
e de 1127 a 845 visitas em flores de P. galbana. Cada flor de P. mucronata
seria entdo visitada de 20 a 15 vezes, e a de P. galbana de 12 a 9 vezes.
Isto talvez seja araz&o da baixa freqiiéncia de visitas as flores de P. galbana
observada no campo. Se 0s animais n&o conseguem retirar todo o néctar das
flores, 0 animal precisaria de um maior numero de flores, e faria entdo um
menor nimero de visitas por flor.

Parece contraditério pensar que morcegos tornardo mais néctar
quando este for mais concentrado, uma vez que este néctar fornece mais
calorias por volume suprindo mais rapidamente o morcegoe do ponto de vista
energetico. Mias quando se considera a necessidade hidrica do animal, como
acima discutido, essa observacdo faz sentido. Roces ef a/. (1992) atribuem a
mesma razadoc as observagbes que mostram que Glossophaga soricina
antilfarum, toma mais néctar por visita quando este for mais concentrado até
um limite de 50% e observam que o aumento da concentrag&o de néctar
implica no aumento da necessidade de agua do animal.

Se os polinizadores visitarem as flores de forma mais
uniformemente distribuida no tempo do que seria de se esperar de um
processo aleatdrio, ha possibilidade de acumulo de néctar nas flores, pois a
flor tem tempa para produzir mais néctar. Possingham (1989) chamou este
comportamento de forrageamento sistematico. Para abethas que exibem este
comportamento, Kadmon (1892) sugere que a quantidade de néctar
encontrada pelas abelhas é de 14 a 50% maior que a obtida por coleta
aleatdria. Se a frequéncia de visitas para satisfazer a necessidade alimentar
do animal €& otimizada a TIPN, entdo reduzem-se os custos do
forrageamento.

O comportamento dos polinizadores das espécies de Passiflora
quiropterdfilas e da espécie omitdfila parece refletir a disponibilidade do
recurso. Em P. galbana e P. speciosa as visitas ocorrendo de hora em hora,
e de 45 em 45 minutos, respectivamente, o que leva a crer que a adequacéo
do comportamento dos animais a4 TIPN por forrageamento sistematico
realmente reduza os custos de forrageamento, limitando a possibilidade de
encontrar uma flor sem néctar. Assim sendo, a TIPN pode ser responsavel
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em manter o limiar minimo de recurso que garanta a visitacdo dos animais,
segundo o teorema do valor marginal da teoria do forrageamento 6timo
(Charnov, 1976). Em contraposicdo, em P. mucronata a disponibilidade de
recurso € alta desde a antese, o que também explicaria porque 0s animais
coletam néctar com freqUencia. Segundo Baumgarten (1994), é possivel que
o padréo de oferta continua de néctar force o uso de linhas de captura por
morcegos, com frequencia de visitas proxima ao limite que as tornem
compensatoérias energeticamente.

Assim sendo, o ajuste do comportamento dos animais a
produgéo de nectar reduz os custos do forrageamento e maximiza o nimero
de visitas as flores (Heinrich & Raven, 1972). O uso deste tipo de estratégia
pela planta manteria o polinizador forrageando por mais tempo, o que
poderia aumentar sua chance de ser polinizada. Dreisig (1995) observa que,
em Anchusa officinalfs, flores que produzem mais néctar s&o mais visitadas
por abelhas e as que produzem menos néctar sdo menos visitadas,
resuftando em um ganho constante de energia (volume de néctar) por flor.
Segundo Dreisig (1995) isso é possivel quando o animal associa o
forrageamento sistematico a uma escolha ndo ao acaso das flores. Se
realmente ocorre o uso deste tipo de estratégia alimentar pelos polinizadores
vertebrados das espeécies de Passiflora, néo hé perda de ganho energético
pelo animai em plantas com TIPN mais baixa, e entdo aumentam as chances
de mais individuos de Passiflora serem polinizados.

Os polinizadores de P. alata, abelhas de grande porte, n&o
parecem forragear sistematicamente j& que ha grande nimero de espécies
de abelhas que visitam suas flores. Abelhas como Xylocopa virginica fexana,
(Vinson et al. 1978) e Apis mellifera ligustica (Giurfa & Nunez,1992) marcam
as flores com feroménios, e s6 as visitam passados alguns minutos. Segundo
Giurfa & Nunez (1992), este tipo de estratégia pode contribuir na economia
do forrageamento pois as abelhas podem ajustar seus movimentos de
maneira que nao voltem de novo a uma flor recém visitada. Como uma flor
recém visitada por uma espécie pode ser, a sequir, visitada por outras
especies, isto impede que a primeira visitante possa controlar a quantidade
de recurso a ser encontrado na visita seguinte.
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Um aspecto do recurso que pode influir no comportamento de
forrageamento dos polinizadores diz respeito & variabilidade do volume de
néctar encontrado. A variabilidade da concentracdo deve ter uma
importancia bem menor, visto que os intervalos de variacdo s&o muito mais
baixos (Fig. 8).

Nota-se que as abelhas comecam a visitar as flores com a
queda do coeficiente de variacéo (CV) do volume de néctar, 0 que também
pode estar relacionado com o periodo de atividade das abelhas, ou 3
producdo de odor. O acumulo de néctar, aqui, leva & diminuicdo da
variabilidade do recurso encontrado e as abelhas podem, desta forma, ter
mais chance de visitar flores com néctar (Fig. 8a). Em P. galbana a visitagao
as flores ocorre exatamente na faixa em que a variabilidade é mais baixa
(Fig. 8b). O acumulo inicial de néctar tende a diminuir a variabilidade,
enquanto que a reabsorcdo leva ao aumento desta, apds as 24:00h. Em
P. mucronata a visitag8o por morcegos esta restrita ao inicio da antese,
antes do amanhecer, que também é o periodo onde a variabilidade do
recurso € menor (Fig. 8c). A variabilidade aumenta quando a planta comeca
a reabsorver néctar (Fig. 5¢c e 7c). Na espécie em que o CV apresenta os
valores mais baixos, P. speciosa, a atividade de Phaethornis idaliae ndo
parece estar relacionada com a queda ou aumento do CV (Fig. 8d).

Mas o néctar ndo é apenas fonte caldrica para os polinizadores,
fornece lipidios importantes para manutencéo da integridade das membranas
celulares, como fosfolipidios e trigliceridios, que parecem mais importantes
na dieta dos polinizadores vertebrados (Tabela 2), dado sua longevidade.

A razdo Na'/K' maior que 1,0 aparece nas trés espécies
polinizadas por vertebrados (Tabela 2). E bastante provavel, como medido
para flores ornitdfilas (Hiebert & Calder, 1983), que os ions do néctar
reponham as perdas didrias de eletrolitos pelos animais. Esta reposicéo pela
ingestéo de néctar é fundamental para o equilibrio eletrolitico em abelhas de
grande porte, como as do género Xylocopa, que dependem ainda da
reabsorgdo de ions durante a excregédo (Nicolson, 1990).

A presenga de uma bainha impermeavel ao potassio nos nervos
de insetos, impedindo que haja inibicdo da conducdo dos impulsos nervosos
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(Hoyle, 1952}, poderia explicar porque apenas a espécie melitdfila, P. alata,
possui razdo Na'/K” menor que 1,0, como conhecide em algumas espécies
melitdfilas (Nicolson, 1990). Razdo Na'/K" maior que 1,0 em P. speciosa néo
parece ser cornum em flores ornitofilas (Hiebert & Calder, 1983). Apesar
disto, segundc estes autores, a predomindncia de K n3o deve estar
associada comm necessidades fisiologicas de beija-flores, e talvez
correponder & um carater que se manteve, tendo em vista que espécies
ornitofilas geralmente derivam de espécies polinizadas por insetos. Tendo
em vista que apenas 0s insetos possuem bainha impermeével ao potassio,
em flores ornitofilas deveria ser esperada uma razéo Na'/K' alta.

A presenga de vetores de pdlen é imprescindivel para a
reproducdo das especies de Passiflora estudadas. Os processos fisiologicos
da planta, como o momento de antese, a taxa de producdo de néctar e o
controle da secregdo e reabsorcdo de aglicares e agua, a qualidade
nutricional do recurso, combinados a fisiologia dos polinizadores, como
necessidades nutricionais e hidricas, periodo de atividade, promovem o
ajuste ecologico entre plantas e polinizadores, em que ambos sao

favorecidos.

4.3 Os Pigmentos e os Volateis

O espectro de absorcdo nas faixas UV-VIS das flores das
espécies de Passiflora em estudo se adequa a sensibilidade espectral da
visdo dos polinizadores (Fig. 11).

P. alata e P. speciosa, polinizadas por animais que possuem o
sentido da vis&O mais aprimorado como insetos e beija-flores (Scogin, 1983)
possuem pigmentos que absorvem tanto no ultravioleta (300 a 400nm), como
nos comprimentos de onda maiores, como o vermelho (580 a 650 nm). As
cores vinho e vermelho em flores destas espécies devem-se 3 presenca de
antocianidinas (Tabelas 4, 5 e 6), cujo comprimento de absor¢éo méximo se
encontra entre 515 e 545 nm (Harborne, 1984). Estes pigmentos também
absorvem no ultravioleta, assim como os pigmentos com eles associados,
flavonas ou flavonois. A regido refietida pelas pétalas de P. alata, em torno
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de 450 nm e apds 570 nm (Fig. 11a), estd dentro da faixa sensivel para
insetos, como Apis melfifera, que enxergam desde 300 a 700 nm, e Bombus
spp, outro grupo de abelhas que também apresenta sensibilidade para cores
(Kevan, 1983). Abelhas, no entanto, n&o sio sensiveis ao vermelho (Kevan,
1983). Em P. speciosa a faixa espectral absorvida abrange, em geral, os
mesmos comprimentos de onda que P. alata (Fig. 11d). No entanto, refletem
em toda regido do vermelho, o que as torna particularmente atrativas para
beija-flores que s&o bastante sensiveis a regifo do espectro do vermelho
(Goldsmith 1980). Isto vem explicar porque o beija-flor Eupefomena
macroura consegue localizar flores de P. alata, uma vez que P. alata também
reflete na regi@o do vermetho.

As espécies quiropterdfilas possuem pigmentos que absorvem
apenas no ultravioleta, e refletem na regido do visivel (Figs. 11b e ¢). Como
as flores abrem a noite, pigmentos devem ter uma fung&o menos importante
na localizag&o das flores.O contraste da cor branca das pétalas com o fundo
escuro deve funcionar para sinalizar a flor. A presenca de alguns
flavondides, em especial proantocianidinas, pode estar relacionada com a
atividade antibiotica efou inibidora de herbivoria de seus polimeros
(Berembaum e Siegler, 1992). A absorcdo em ultravioleta deve-se 2
presenca das flavonas, flavondis e isoflavonas (Tabelas 4, 5 e 8), que ndo
s&o corados a iuz visivel (Harborne, 1984). A presenca de antocianidina em
P. mucronata deve decorrer da hidrélise de proantocianidinas (flavolanas)
durante a exiracdo. Proantocianidinas ao hidrolisarem-se liberam
antocianidinas, que conferem cor ao extrato (Harborne, 1984).

A associagdo entre pigmentos & bastante comum, e, segundo
Harborne (1988), flavonas ou flavondis sempre ocorrem como co-pigmentos
de antocianidinas, que alteram a cor original destas.

Enguanto que pigmentos parecem ter importancia nas espécies
que sdo polinizadas por animais que possuem o sentido da vis&o mais
desenvolvido, a maior abundancia de classes de compostos volateis em
P. alata e P. galbana e a baixa abundéancia em P. speciosa (Fig. 14) parece -
demonstrar que plantas polinizadas por animais olfativamente orientados,
como abelhas e morcegos, investem mais na produgdo destes compostos.
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Se for considerado o numero de compostos que ocorrem, excluindo-se
alcanos e e alcenos dos hidrocarbonetos alifaticos e as substancias ndo
identificadas, /. galbana e F. alata possuem maior nimero de compostos
volateis (28 e 23, respectivamente) em relagdo a P. speciosa (7). A
diversidade de classes encontradas em P. alafa e P. galbana é quase o triplo
da encontrada em P. speciosa, indicativo da importédncia do metaboelismo de
volateis na especie melitéfila e na espécie quiropterdfila. Como beija-flores
n&o possuem O offato téo desenvolvido (Kare & Mason, 1986), o investimento
em odores n&0 aumentaria a atragdo por estes polinizadores. Assim sendo,
este investimento nao seria compensatdrio para a planta pois ndo se
traduziria em aumento de aptiddo. E provavel, contudo, que ndo seja numero
de compostos volateis que demonstre o investimento na atracdo olfativa,
senéo a quantidade total de volateis produzidos. Assim espécies bastante
fragrantes como P. alata e P. galbana parecem produzir volateis em grande
quantidade, e F. mucronata também os produz, porém em quantidades
menores, enquanto que P. speciosa parece ser a espécie que menos
investe, ja que seu odor é pouco perceptivel. Para esta discussdo, no
entanto, a informacdo mais adequada seria a andlise quantitativa que
pondera a massa de volateis produzida pela massa de tecido vegetal que os
produz.

Para abelhas e morcegos, odores reaimente parecem ser os
sinais mais importantes na localizacdo de recursos alimentares a longas
distancias (Harborne, 1988; Rieger & Jakob, 1988, Thies ef al.,1995) em
detrimento de outros sinais. Estes parecem funcionar, para insetos, na
orientagdo a curtas distancias (Harborne, 1988) enquanto que, para
morcegos, a aproximacgéo final ao recurso alimentar parece ser guiada por
ecolocagdo (van Helversen & van Helversen, 1995; Thies ef al.,1995). Sinais
olfativos estariam permitindo a localizag&o imprecisa do recurso, enguanto
que sinais visuais ou acusticos seriam responsaveis pela orientacéo a curtas
disténcias. Isto parece bastante evidente em P. alata, onde as flores oclusas
na folhagem sé&o igualmente localizadas por abelhas. Nestas flores o sinal
visual ndo poderia estar atuando, a ndo ser na orientacdo a curtas
disténcias.
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As fragréncias florais s&o uma combinacdo complexa de
substéncias (Borg-Karlson, 1990, Tolisten et al,, 1994) formando ¢ bouquet
caracteristico de cada especie. Muitos compostos aromaticos hidroxilados e
monoterpenos apresentam odor adocicado (Kaiser, 1993; Aldrich, 1993) e
880 provavelmente os responsaveis pelo perfume adocicado das flores de
P. alata. Perfumes adocicados s&o conhecidos por atrair abelhas (Faegri &
van der Pijl, 1971, Vogel, 1983), polinizadoras de P. alata e visitantes de
P. mucronata. No entanto, também ocorrem em P. mucronata,polinizada por
morcegos. Em P. galbana, os compostos mais abundantes s8o ésteres de
hidrocarbonetos  alifaticos, compostos aromaticos hidroxilados e
monoterpenos, que talvez confira as suas flores o odor semelhante ao de
peixe. Odores desagradaveis ac olfato humano geralmente atraem
morcegos, polinizadores desta espécie. P. speciosa tem leve odor acre, que
atrai algumas abelhas Euglossinae, provavelmente conferidos por
hidrocarbonetos, e ainda compostos aromaticos alquilados.

A composicdo das fragrancias das espécies de Passiflora
analisadas evidencia a ocorréncia de varios compostos que existem também
em outras espécies de plantas, e alguns dos quais atuam na atracéo dos
polinizadores (Borg-Karison, 1990). Parece, portanto, que a composicéo
quimica do odor em Passiflora, assim como em outras espécies, ndo sofre
selecéo muito forte por uma composicdo particular, Unica. Isto seria esperado
se estiver correta a hipdtese de que os voléteis que atuam na relacéo entre
insetos e plantas teriam sua origem de compostos com atividade antibidtica
ou de compostos que atuam como inibidores de herbivoria (Harrewijn ef al.
1994/1995). Assim se esperaria maior distribuigdo destes compostos entre
varias plantas do que se esperaria de uma interacdo mais especifica.

Varios componentes do perfil de odores sdo encontrados em
outras espécies de plantas, com polinizadores que pertencem a grupos de
animais bastante distintos. Um dos compostos majoritarios de P. alata, 1, 4
dimetoxibenzeno (72), é também um dos compostos majoritarios de Salix
cinerea, polinizada por varias espécies de Bombus (Tolisten & Knudsen,
1992) e esta presente em Coryanthes spp, polinizadas por abelhas
Euglossinae (Gerlach & Schill, 1988). Nesta Gltima espécie, também foi
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encontrado tetradecano (7), que ocorre em P. galbana e P. speciosa. Em
Cyphomandra spp (Sazima et al/, 1993), polinizadas por abelhas
Euglossinae, foram identificados o benzenometanol (71), hexadeceno (10) e
hexadecanoato de metila (§1), que participam do perfil de odores de P. alata,
e copaeno (82), elemenoc (83), heptadecano (12) e hexanol (59), que ocorrem
em P. galbana. QO benzenometanol (71) e geraniol (80), presentes em
P. alata e P. galbana, atraem abelhas Euglossinae (Willams & Dressler,
1976, Ackerman, 1989), assim como metil-2-hidroxibenzoato (69) (Hills et al.,
1972, Willams & Dodson, 1872, Ackerman, 1989), que ocorre em P. alata.
Tanto benzenometanol (71) e 2-hidroxibenzoato de metila (69) aparecem em
especies polinizadas por Bombus terrestris (Olensen & Knudsen, 1994) e
diversas especies esfigdfilas e falendfilas (Knudsen & Tollsten, 1993). O
farnesol (85)e geraniol (80), ocorrentes em P. alata, e copaeno (82) e 1-
octanol (60), presentes em P. galbana, além do geraniol (80), atraem machos
da abelha Andrena em testes realizados com compostos majoritarios de
Ophrys (Borg-Karison, 1990).

E bastante provéavel que os animais sejam atraidos por
substéncias que eles mesmos sintetizam, e que sdo usadas como
feromonios. Grande numero de compostos encontrados nas secreces
exocrinas de abelhas (Vinson ef al., 1978; Vinson ef a/., 1982; Hefetz, 1983;
Willams et al., 1987, Borg-Karlson, 1990) coincidem com os sintetizados
pelas plantas (Hills ef al., 1972; Willams & Dodson, 1972; Willams &
Dressler, 1976, Gerlach & Schill, 1988; Ackerman, 1989; Borg-Karison, 1990;
Tollsten & Knudsen, 1892, Knudsen & Tollsten, 1993; Sazima ef a/., 1993;
Olensen & Knudsen, 1994). Alguns compostos identificados nas espécies de
Passiflora em estudo ocorrem em secrecdes exdcrinas de abelhas. No
género Xylocopa ocorrem hidrocarbonetos de cadeia longa como
pentadecano (9), hexadecano (10), heptadecano (12), octadecano (13), que
constituem parte da secregéo das glandulas de Dufour (Vinson ef al, 1978)
ou mandibulares (Hefetz, 1983) usada pela abelha para marcar flores e
causar repeléncia. O farnesol (85) ocorre nas giandulas dorsais cujas
secregOes talvez estejam envolvidas na marcaglo de territério (Willams ef
al., 1987). Em Centris, aparecem o geraniol (80} nas gldndulas mandibulares
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e sdo empregados na marcagdo de territério (Vinson ef al, 1982). Em
Andrena e Eucera também foram isolados vérios compostos presentes em
fragréncias florais {(Borg-Karlson, 1990).
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5 CONCLUSOES

-

- A polinizagdo cruzada € imprescidivel para a formacdo de
frutos nas espécies de Passiflora estudadas. Esse processo é mediado por
animais, e depende do deslocamento dos orgédos reprodutivos.

- A receptividade do estigma ndo estd relacionada com a
deflexo dos estilete. A movimentagdo dos orgdos reprodutivos estabelece
uma barreira temporal para a polinizag@o, mas ndo uma barreira fisioldgica.

- A dinémica de secre¢do de néctar das espécies estudadas é
provavel consequéncia do metabolismo do amido armazenado nos nectarios.
Em P. alata e em P. speciosa a hidrélise de amido ocorre durante a antese,
em P. mucronata inicia-se antes da antese, 0 que permitiria 0 acumulo de
néctar na camara nectarifera antes da flor abrir, o que deve ocorrer também
em P. galbana.

- O comportamento dos polinizadores das espécies de
Passiflora quiropterdfilas e da espécie omitdfila parece refletir a
disponibitidade do recurso. O forrageamento ocorre durante o periodo onde
ha mais volume de nectar, onde a previsibilidade da quantidade de recurso
encontrado € maior e onde a TIPN é alta . |

- A razdo Na'/K' maior que 1,0 aparece nas trés espécies
polinizadas por vertebrados. A presenca de uma bainha das fibras nervosas
de insetos deve explicar porque apenas a especie melitdfila, P. alata, possui
razao Na'/K" menor que 1,0.

- O espectro de absorcdo nas faixas UV-VIS das flores das
espécies de Passiflora em estudo se adequa a sensibilidade espectral da
visdo dos polinizadores visualmente orientados.

- As cores vinho e vermelho das flores de P. alata e P. speciosa
devem-se a presenca de antocianidinas. Estes pigmentos também absorvem
no ultravioleta, assim como os pigmentos com eles associados, flavonas ou

flavondis.
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- As especies quiropterdfilas possuem pigmentos que absorvem
apenas no ultravioleta, e refletem em toda a regido do visivel. Estes
pigmentos devem ter uma fungéo menor na localizacao das flores.

- Ha maior abundéncia de classes de compostos voléteis nas
espécies polinizadas por animais cujo olfato é bastante desenvolvido.

- Compostos arométicos hidroxilados e monoterpenos séo
provavelmente o0s responsaveis pelo perfume adocicado das flores de
P. alata, conhecidos por atrair abelhas, polinizadoras de P. alata e visitantes
de P. mucronata. Odor adocicado, no entanto, também atrai morcegos em P.
mucronata.

- Em P. galbana, os compostos mais abundantes s&o ésteres de
compostos aromaticos, compostos aroméaticos hidroxilados e monoterpenos.

- P. speciosa tem leve odor acre, que atrai algumas abelhas
Euglossinae, provavelmente conferido por hidrocarbonetos saturados e
compostos aromaticos.

- Sinais olfativos devem estar permitindo a localizagdo
imprecisa do recurso a longa distdncia, enquanto que sinais visuais ou
acusticos seriam responsaveis pela orientacdo & curtas distancias.

- A0 gue parece a composicdo quimica do odor em Passiflora
n&o sofre selegdo muito forte por uma composic@o Unica, pois a composicdo
das fragréancias das espécies de Passiflora analisadas evidencia a ocorréncia
de varios compostos que existem em outras espécies de plantas.

- E bastante provavel que os animais sejam atraidos por
substéncias que eles mesmos sintetizam, e que sdo usadas como
ferombnios, pois alguns compostos identificados nas espécies de Passiflora
em estudo ocorrem em secregdes exodcrinas de abelhas.
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