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APRESENTAGAQ

A interagdo dos organismos e seu ambiente se da através de trés processos
basicos: os fisicos, envolvendo as diversas forgas abidticas que operam na
natureza; os informativos, nos quais algum tipo de sinal € transmitido, e os tréficos,
que envolvem algum recurso ou energia capaz de produzir um dado efeito
especifico no metabolismo do receptor {Dusenbery, 1992).

Nos sistemas de polinizagdo ocorre no minimo o processo informativo.
Através dele, a flor pode ser localizada por seus visitantes ou ainda, em muitos dos
casos, ser associada a algum tipo de recurso exploravel. Este representa o contexto

no qual o termo atragdo tem sido aplicado (Dafni, 1992).

Sob um outro ponto de vista, os recursos florais tém sido considerados como
atrativos primarios para os visitantes das flores (Vogel, 1983). Alguns exemplos em
que também é atribuida a fungdo de sinalizagdo ao recurso, podem ser encontrados
nas flores em que o pdlen & bem visivel e de coloragdo amarela, assim como 0s
casos em que 0 neéctar é capaz de refletir luz ultravioleta (Dafni, 1992).

Entretanto, casos como os de polinizagdo por pseudocopula demostram que
ha independéncia entre sinais e recursos florais, pois existe um sinal que leva 0
visitante a flor, mas ndo ha um recurso floral exploravel (Nilsson, 1992). Como
atracdo implica na existéncia de sinais que comuniguem o emissor e o receptor,
caracterizando um processo informativo numa interacéo de seres vivos (Dusenbery,
1992), ainda que estes sinais estejam presentes no recurso, o recurso floral em si
participa da polinizagdo ao nivel tréfico (Waser, 1983).

Diante disto e considerando o fato de que essas interagbes nao sao finalistas
quanto a consumacdo da polinizagcdo, Waser (1983) preferiu tratar o processo
informativo como sendo mediado pelos diversos sinais emitidos pela flor,
independentemente da existéncia de algum tipo de recurso. Esta foi a acepgéo de
atracdo adotada neste trabalho.

Para as plantas, a atividade dos visitantes florais afeta diretamente o fluxo de

pblen (Harder & Barret, 1996). Entre os animais visitantes pode ocorrer um
ajustamento de seus ciclos reprodutivos a disponibilidade do recurso floral
explorado ( Hunter et al., 1992; Barthlott ef al., 1993). Em ambos os casos, s&o



marcantes as conseqiéncias para a biologia dos organismos envolvidos, que
podem apresentar variados graus de dependéncia e especializagdo reciprocas
numa interagao, ligados a sua sobrevivéncia e reprodu¢do (Abrahamson, 1989).

Os sinais florais assumem um papel fundamental para a ecologia e a
evolugdo de plantas e animais, pois participam da localizagéo da flor na polinizagéo
(Harborne, 1993). A natureza dos sinais florais ligados a polinizagdo é bastante
diversificada. Entre eles, a forma da flor pode ser percebida visual ou
ecograficamente (Dusenbery, 1992). Ha também a emissdo de sinais quimicos
detectaveis pelos sistemas de olfagdo e gustagdo (Harborne, 1993), provocando
respostas semelhantes as descritas para a herbivoria (Spencer, 1988). Similares por
serem interagbes tréficas, a polinizacdo e a herbivoria diferem entre si pelas
conseqiiéncias ecoldgicas. Enquanto a herbivoria se caracteriza pelo antagonismo

entre as partes, a polinizagdo é principalmente mutualista (Weis & Campbell, 1992).

Quando a herbivoria e a polinizagdo sdo analisadas em relag@o a esséncia
de sua motivagao, a busca de algum tipo de recurso se apresenta como um ponto
comum entre elas, sendo que Pellmyr & Thien (1986) sugeriram que fragrancias
florais teriam evoluido a partir de inibidores de herbivoria. Apesar da repercursdo
ecoldgica e evolutiva da polinizagdo ndo ser menos importante que a da herbivoria,
os estudos sobre a quimica e bioquimica da polinizagao avangaram muito menos
que os ligados a herbivoria (Spencer, 1988; Harborne, 1993).

Estudos sobre a mediagéo quimica dessas interagbes tornam-se ainda mais
relevantes quando séo considerados os progressos na investigagdo de volateis
florais (Williams & Whitten, 1983; Knudsen ef al., 1993). Muitos deles tém sido
também isolados em secrecbes de abelhas (Vinson et al. 1978; Duffield ef a/., 1984,
Williams et al. 1987), apresentando desde sua estrutura quimica preservada, até
modificagbes decorrentes do metabolismo dos insetos. Roubik (1989) propds que o
estimulo primario que guia as abelhas até a flor é a deteccdo de aromas
semelhantes aos seus proprios. O aprendizado representa, portanio, um
componente adicional na localizag@o da flor e sua associagdo com algum tipo de
recurso floral (Lewis, 1993).

Apesar das abelhas representarem um grupo importante de insetos antéfilos,
a diversidade de visitantes florais olfativamente orientados é ainda maior. Mesmo
entre os insetos, a semelhanga na composicdo de volateis ndo parece ser o unico



fator a orientar as visitas a flores. Além disto, sinais guimicos tém sido relatados
como capazes de estimular nos insetos, respostas etoidgicas ligadas a suas
necessidades vitais, como alimentagao e acasalamento (Bergstrém, 1991).

Sabe-se ainda que recursos florais estao sujeitos a variagéo em sua oferta
diaria, além da sazonal (Fleming, 1992). Se a associagao entre o sinal quimico e a
disponibilidade do recurso for verdadeira, seria oportuno investigar como estes
sinais e o recurso poderiam afetar nos padrées diarios de visitagao a flores.

Neste ponto, a produgéo de néctar também pode contribuir para dimensionar
0 grau de seletividade que existe neste tipo de intera¢ao, principalmente para as
espécies vegetais que sdo exploradas por uma gama mais diversa de animais. Além
disso, pode-se ainda reunir subsidios para avaliar a importancia de um dado recurso
floral, ao nivel da comunidade, para a fixagcéo local dos animais que utilizam este

recurso.
Para avaliar a mediagdo quimica da polinizagdo, cinco espécies vegetais
foram estudadas neste trabalho: Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), como
um modelo de sistema sexual didico; Eriotheca candolleana (K. Schum.) A. Robyns
(Bombacaceae), como um modelo de dicogamia; Melocactus violaceus Pfeifer
(Cactaceae), Passiflora pentagona Masters (Passifloraceae) e Vriesea neoglutinosa
Mez (Bromeliaceae), como um sistema em que beija-flores e abelhas se distribuem
entre as flores de plantas sintopicas.
Foram estabelecidos os seguintes objetivos gerais para este trabalho:
» Determinar o sistema de reproducdo sexuada das cinco espécies vegetais nas
populagdes estudadas para poder avaliar a necessidade de vetores de polen;
» |dentificar a constituicdo quimica das fragrancias florais e
» Monitorar a oferta de néctar como recurso, as fragrancias florais como sinais
quimicos e os padrdes diarios de visitagao floral ao longo da duragdo da flor e
verificar sua influéncia na determinagéo de padrdes diarios de visitagao as flores.
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CAPITULO |

SISTEMA DE REPRODUGAO E POLINIZAGAO DE CINCO ESPECIES
VEGETAIS'

RESUMO

O sistema de reprodugdo e a polinizagdo de cinco espécies vegetais foram investigados
para estimar a dependéncia reprodutiva das plantas em relagao aos visitantes florais. Baccharis
dracunculifolia, um arbusto didico com dimorfismo sexual, é polinizada por abeihas solitarias,
moscas e vespas, pois as visitas de abelhas sociais e borboletas s&o restritasf as flores masculinas.

As outras quatro espéecies vegetais tém flores hermafroditas. Passiflora péntagona e Eriotheca

candofleana apresentam autoincompatibilidade pré- e pds-zigotica, respectivamente, sendo
polinizadas por insetos e aves. Vresea neoglutinosa e Melocactus viclaceus s&o autocompativeis,
polinizadas apenas por beija-flores. V. neoglulinosa, P. pentagona e M. violaceus tém populagdes
sintdpicas cujas flores sdo visitadas pela mesma guilda de beija-flores. M. viclaceus também sofre
autopolinizagdo espontanea e apresenta depressfo endogamica na forma de aborto de embribes.
N3o houve sinais de competicdo pela polinizagio dos beija-flores entre as trés espécies vegetais
sintdpicas e a produgic de sementes férteis em M. violaceus foi maior quando floresceu junto com

as outras especies sintopicas.

ABSTRACT

Breeding system and pollination of five plant species were investigated to estimate the plant
reproductive dependence on floral visitors. Baccharis dracunculifolia, a dioecious shrub with sexual
dimorphism, is pollinated by solitary bees, flies and wasps, since visits of social bees and butterflies
are restricted to male flowers. The other four plant species have hermaphrodite flowers. Passiffora
pentagona and Erictheca candolleana have pre- and post-zygotic self-incompatibility, respectively,
and are pollinated by insects and birds. Vriesea neoglutinosa and Melocactus violaceus are self-
compatible, and are only pollinated by hummingbirds. V. neoglutinosa, P. pentagona and M. violaceus
have syntopic populations which flowers are visited by the same guild of hummingbirds. M. violaceus
is also spontaneously self-poilinated, and shows inbreeding depression in:the form of embryo
abortion. There were no signs of competition for hummingbird pollination among the three syntopic
ptant species, and the production of fertile seeds by M. violaceus was high:est when it flowered

together with the other two syntopic species.

! Trabalho apresentado segundo as normas da revista Functional Ecology



INTRODUGAO.

A relacéo de flores e polinizadores aparece entre as citagbes mais freqlentes
e ilustrativas de coevolugdo das interagBes de plantas e animais (Herrera, 1996).
Desta idéia deriva 0 conceito das sindromes de polinizagio (Wéser et al., 1996)
como um conjunto de atributos florais, entre eles os atrativos e 0s recursos
disponiveis, que refletem a especializagio entre flores a alguns grupos de visitantes
organizados no nivel taxondmico de ordem ou niveis superiores (Faegri & van der
Pijl, 1979).

Sistemas de polinizagdo muito especializados realmente ocorrem em aiguns
grupos de plantas, havendo diversos exemplos entre as Orchidaceae que oferecem
perfume como recurso para machos de abelhas da tribo Euglossini (Vogel, 1963;

van der Pijl & Dodson, 1966). Apesar da elevada especializagdo desta relaco,
machos de Euglossini coletam substancias volateis em outras fontes que ndo as
florais (Ackerman, 1983; Whitten et al., 1993), indicando uma certa independéncia
em relagao as flores como fonte de perfumes.

Numerosas situagbes demonstram que, apesar de ser uma relagdo
mutualista, a polinizagdo nfo é uma interacdo exatamente simétrica quanto a
dependéncia dos organismos envolvidos (Waser ef al., 1996). Na verdade, a relagéo
entre polinizadores e flores tem se mostrado bastante flexivel em comunidades
tropicais, variando circunstanciaimente ao longo do tempo biogeogréfico e evolutivo
(Roubik, 1992).

Existe uma dependéncia mais evidente das espécies vegetais em relacdo aos
polinizadores, uma vez que a polinizacdo interfere na aptiddo das plantas, afetando
a produgéo de sementes (Proctor et al., 1996). Por isto, ha uma expectativa de que
um incremento na atracdo de polinizadores favorega um aumento de &vulos
fecundados entre as flores zodfilas (Harder & Barret, 1996). O aumento da
atratividade da flor pode, contudo, levar a restricbes a fecundacgio pelo aumento da
geitonogamia, tanto em espécies autocompativeis que apresentam depressdo
endogamica, como nas auto-incompativeis pela competigéo entre o pdlen enddgeno
e o exégeno (Muicahy et al., 1992; Klinkhamer & de Jong, 1993; Harder & Barret,
1996; Snow et al., 1996).



Considerando as conseqgléncias das visitas das flores sobre a reproducao
vegetal, pretende-se estudar a polinizagdo e verificar o sistema reprodutivo das
cinco espécies vegetais escolhidas, estimando assim o grau de dependéncia delas

em relacado a seus visitantes, para a formagao de sementes.

MATERIAL E METODOS.

A fenologia de floragdo e os visitantes florais das especies vegetais foram
observados entre agosto de 1993 e outubro de 1996. Baccharis dracunculifolia foi
observada na Reserva Municipal Mata de Santa Genebra , Campinas (22°26'S e
47°06'W), SP. Melocactus violaceus, Passiflora pentagona e Viiesea neoglutinosa

foram estudadas numa area de vegetacado de restinga do Parque Estadual Paulo
César Vinha (17°35'S e 40°23'W), Guarapari, ES. Erifoheca candolleana foi
observada no Campus da Universidade Estadual de Campinas - Unicamp, Campinas
(22°26'S e 47°06'W), SP, préximo a dois fragmentos de mata semidecidua.

Os caracteres morfologicos, a produgdo de néctar e a receptividade do
estigma foram avaliados em intervalos regulares de tempo apropriados para cada
espécie vegetal, ao longo do periodo de duracdo da flor, em seis flores para cada
intervalo. Foram medidos o comprimento e a largura da corola e o comprimento dos
orgdos reprodutivos. A receptividade do estigma foi determinada em campo, pela
atividade da catalase estigmatica sobre H203 (van Fleet, 1952) a 10 volumes, diluido
de 1:9 em agua destilada.

O néctar acumulado foi coletado com micropipetas de 5pL e 20pL, em seis
flores previamente protegidas por sacos de tule. A concentragdo foi medida no
campo com refratdmetro portatil. As amostras foram guardadas em frascos de vidro
previamente pesados, refrigeradas entre 7-10°C para transporte e mantidas a -30°C
até a pesagem. A massa de néctar obtida foi determinada em balanca analitica com
precisao de 0,01mg.

Nas observagdes realizadas em microscopia foténica foi empregado o pistilo
de flores apds polinizagdo manual. Depois de retirados, os pistilos foram fixados a

vacuo em FAA-50 por 24 horas e estocados em alcool etilico 70% até a montagem



das laminas (Jensen, 1962). A diafanizagdo dos pistilos foi feita em NaOH 9N, a
60°C, em tempo variando de 15 a 60 minutos, conforme a espécie.

O desenvolvimenio do tubo polinico foi acompanhadofem cinco flores
coletadas em intervalos de 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas apés fautopotinizagéo e
polinizagédo cruzada. Os pistilos diafanizados foram corados com azul de anilina
(Martin, 1959) e analisados em microscopia de fluorescéncia.

Foram retirados os o6vulos de flores que sofreram autopolinizagdo e
polinizagao cruzada, em intervalos diarios até 10 dias apds a polinizagéo. Depois
disto, os dvulos foram diafanizados em fiuido de Herr (Herr, 1971) por um periodo de
3 a 7 dias e seu desenvolvimento foi observado em microscopia de interferéncia por
contraste diferencial de Normarski (Herr, 1973). |

No estudo do sistema reprodutivo foram realizados testes para

agamospermia, endogamia e xenogamia, respeitadas as limitacdes e necessidades
de cada espécie. Em cada tratamento foram utilizadas, no minimo, 25 flores. Botdes
e flores utilizados foram protegidos por sacos de papel impermeavel ou de tule. No
transporte do polen para o estigma, empregou-se estiletes descartéaveis de madeira.
As flores polinizadas manuaimente permaneceram ensacadas por quinze dias,
quando foram registrados 0s resultados dos tratamentos. Flores ndo manipuladas
foram marcadas, ficando expostas a polinizagdo em condigbes naturais e 0 registro
dos resultados foi feito dez dias apos a marcagéo.

Para avaliar a ocorréncia de depressdo endogamica . em Melocactus
violaceus, a producgéo total de sementes e o nimero de sementes férteis foi contada
em uma amostragem de um controle com 50 frutos produzidos por autopolinizac&o
espontanea em laboratério. Este controle foi comparado com as se?nentes de outros
cinco lotes de 50 frutos produzidos por polinizagéio em condigdes naturais, em maio,
julho, agosto e dezembro. Em maio, M. violaceus estava florindo sozinho e, nos
meses seguintes, floresceu junto com populagbes sintdpicas de Vriesea
neoglutinosa, depois com V. neoglutinosa e Passiflora pentagona e depois. apenas
com P. pentagona, respectivamente.

Testes para ocorréncia de anemofilia foram realizados apenas para B.
dracunculifolia. Consistiram em proteger um grupo de capitulos femininos com sacos

de tule, permitindo livre ventilag3o, e outro grupo com sacos de papel impermeavel
que impediu tanto o acesso dos insetos como do vento.
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A agamospermia foi testada em flores ndo polinizadas e emasculadas em pré-
antese ou pela extirpagdo dos estigmas ate duas horas depois das flores abrirem.
Autopolinizagdo espontdnea foi testada em fliores ndo emasculadas e sem
polinizacdo manual. Autopolinizacdo e polinizacdo cruzada foram testadas afravés
de polinizagbes manuais controladas, utilizando pdlen do mesmo individuo e de
individuos diferentes, respectivamente.

As analises estatisticas dos dados foram feitas através de métodos
paramétricos e ndo-parameétricos, aplicados a duplas e a multiplas comparaces
(Zar, 1996). A analise de regresséo foi utilizada para testar a relagdo entre eventos
florais e a idade da flor (Snedecor & Cochran, 1980; Zar, 1996). As regressdes
lineares e polinomiais foram realizadas pelo programa SYSTAT, versao 5.0, e as

nao lineares pelo programa ORIGIN, verséo 4.1.

RESULTADOS

Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)

B. dracunculifolia € uma espécie arbustiva didica que apresenta trés a quatro
episodios de floragdo ac longo do ano, podendo durar de 45 a 60 dias cada um.
Nesta espécie ha diferencas marcantes entre os morfos sexuais relativas a
inflorescéncia e a flor. O capitulo masculino € campanulado e ndo apresenta pappus
conspicuo (Fig. 1.1a). O capitulo feminino é fusiforme, com o pappus aparente
desde o inicio da abertura das flores (Fig. 1.1b). Ambos podem durar de 3 a 5 dias,
com abertura centripeta de flores que duram cerca de 12 horas.

A flor masculina tem cerca de 4mm de comprimento e 0,4mm de largura,
apresentando um pistilodio cujos ramos estigmaticos ndo se abrem e nem se tornam
receptivos. A corola tubulosa é creme-esverdeada, emerge das bracteas involucrais

e tem cinco lacinios revolutos. As anteras amareladas tém um comprimento de cerca

de 1mm e sao totaimente exertas. O pélen é exposto secundariamente, ao ser

empurrado pelo estilete que cresce para fora do tubo formado pelas anteras
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conadas. Um nectario em forma de disco circunda a base do estilete e ha escassa
producao de nectar.

A flor feminina € um pouco menor e mais esfreita que a masculina, com cerca
de 3,5mm de comprimento e 0,3mm de largura. A corola creme-esverdeada é
filiforme e esta totalmente imersa no capitulo. Apenas o terco final do estilete e os
estigmas bifidos emergem acima do apice do pappus. Embora também haja uma
estrutura em forma de disco circundando o estilete no nivel de sua inser¢io no
ovario, ndo foi detectado néctar.

Os resultados do sistema de reprodugdo (Tab. 1.1) demonstram que néo
ocorreu agamospermia nas populagbes estudadas e que ndo houve produgdo de
frutos por anemofilia. A frutificagdo em condigbes naturais foi menor que a das

polinizagdes cruzadas manuais (xz =185,81; p<0.05; gl = 1).

As flores masculinas s&o visitadas ao longo das seis horas que duram, ao
passo que as femininas s80 visitadas por, no maximo, quatro horas. Ha insetos que
visitam apenas as flores masculinas. Entre eles, as abelhas Apis meliifera
(Hymenoptera:Apidae) (Fig. 1.1i}, Trigona spinipes (Hymenoptera:Apidae),
Tetragonisca angustula (Hymenoptera:Apidae), Plebeia mosquito (Hymenoptera:
Apidae) (Fig. 1.1j) coletam pdlen, e a borboleta Hemiargus hanno (Lepidoptera:
Polyommatinae) (Fig. 1.1k) foi o Gnico visitante a tomar néctar.

Qutros visitam ambos os morfos e efetivamente polinizam as flores. As
abelhas Augochloropsis cupreola (Hymenoptera:Halictidae) (Fig. 1.1d-e) e
Paroxystoglossa jocasta (Hymenoptera:Halictidae) coletam pélen nas flores
masculinas e inspecionam as femininas, aparentemente sem retirar recurso. A
mosca Ormnidia obesa (Diptera:Syrphidae) (Fig. 1.1f-g) e vespa Polistes suberosa
(Hymenoptera:Vespidae) (Fig. 1.1h) se alimentam com pdlen nas flores masculinas.
Aparentemente O. obesa apenas inspeciona as flores femininas, enquanto P
suberosa foi vista cortando as cerdas do pappus em capitulos femininos, tanto em
fase de flor como de fruto, quando o pappus esta facilmente acessivel.
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Eriotheca candolleana (Bombacaceae)

Os quatro individuos observados tinham altura entre 25 e 80m e
apresentaram um episédio anual de floragdo com duragdo aproximada de trés
meses, coincidente com a perda das folhas. Num dos anos, a florada iniciou-se em
maio e terminou em agosto. Outras duas iniciaram-se em julho e terminaram em
outubro.

As flores abrem em pulsos assincrénicos que ocorrem entre 07:00h de um dia
e 01:00h do dia seguinte. Antes de uma flor se abrir, as pétalas comegam a afastar-
se da base para o apice do botdo e mantém-se coesas na porgao distal, formando
uma helice devido a imbricagdo contorta (Fig. 1.2a). A abertura se da de forma

explosiva e pode ser espontédnea ou provocada por abelhas de grande porte. As

pétalas tém forma espatulada e cor creme clara, e a corola tem um diametro de 44 a
53mm. O pélen esta disponivel, mas os estigmas estic imersos no feixe de estames
(Fig. 1.2a-d), com 0s cinco lobos fechados e ainda nao receptivos.

Depois da abertura, as pétalas se fletem em oposi¢éo ao apice dos estames.
A imbricagdo das pétalas, associada ao calice gamossépalo, forma uma flor
funcionalmente tubulosa, com um tubo que mede 13 a 21mm de comprimento.
Progressivamente a corola e os estames murcham e sua cor creme se intensifica,
passando a um castanho-avermelhado. Até seis horas apds a abertura ocorrem a
reducdo mais intensa do diametro externo da flor na altura da fauce (Fig 1.3a) e a
retracdo no nivel das anteras (Fig. 1.3b).

Concomitantemente, o estilete se projeta em oposigao aos estames. Partindo
de um angulo entre 3° e 9°, o estilete passa a angulos de 13° a 20° cerca de seis
horas apds a abertura da flor (Fig. 1.3c), expondo o tergo distal do estilete, apesar
dos estigmas ainda nédo estarem com seus ramos afastados e nem receptivos.
Cerca de dez horas apés a flor abrir, os estigmas se afastam (Fig. 1.2e), tornando-
se secretores, mantendo-se assim por mais 24 horas e fechando apos este periodo.

O nectario esta na face interna da base do célice (Fig. 1.2d) e sua secregéo
se acumula entre as pétalas e o tubo estaminal (Fig. 1.2¢). Durante a fase receptiva
do estigma, a produgdo de nectar foi cerca de trés vezes maior que a da nao
receptiva (Fig.1.3D). A concentragdo do néctar variou de 5 a 65% (Fig. 1.10), sem

apresentar diferenga entre as duas fases funcionais do estigma (fp 461,86 = -0.741).
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Como a abertura de flores n2o é sincrénica, flores em diferentes estadios ocorrem
numa mesma inflorescéncia (Fig. 1.2g).

Apesar do estilete ficar pelo menos seis horas em meio ds anteras, nenhum
fruto foi produzido nos experimentos de autopolinizagcdo espontdnea, nem nos de
polinizacdo cruzada realizada em estigmas ndo receptivos. NAo ocorreu
agamospermia e apenas frutos resultantes de polinizagdo cruzada amadureceram

(Tab. 1.1), com um sucesso significativamente maior que o da polinizagdo em
condigbes naturais (xz = 51,84, p<0.01;, gl =1).

Tanto nos tratamentos de autopolinizagdo como nos de polinizagdo cruzada,
0s grdos de poélen germinaram nos estigmas (Fig. 1.4a-b) seis horas apds a

polinizagao. Os tubos polinicos cresceram sem alteragdes morfoldgicas ao longo do
estilete (Fig. 1.4¢-d), chegando ao ovario e iniciando a penetragéo nos ovulos em 72

horas apés a polinizagdo (Fig. 1.4e-f). Entretanto, nfo foram obtidos frutos por
autopolinizagdo (Tab. 1.1), sendo que os ovarios sofreram abscisdo entre o quinto e
o sétimo dias apbs o tratamento.

Na ocasi&o da abertura da flor, 0 saco embrionaric ainda n&o pode ser visto
nos ovulos (Fig. 1.5a). Entre 24 e 48 horas apds o estigma estar receptivo, ocorre
uma progressiva hialinizagdo do saco embrionario em meio ao nucelo (Fig. 1.5b).
Depois do tubo polinico penetrar os ovulos, a fecundagdo ocorre em ambos os
tratamentos (Fig 5 ¢-d), com formacgao do zigoto. Os zigotos se formam em ambos
entre 72 e 96 horas apos a polinizacéo.

N&o foram vistos nucleos do endosperma contemporaneos ao zigoto nos
Gvulos autofecundados (Fig. 1.5¢c), ao contrario dos que sofreram fecundagéo
cruzada (Fig. 1.5d). O zigoto formado ndo se dividiu apds a autofecundagao,
degenerando-se apos um a dois dias, quando foram vistos nlcleos do endosperma
na porgéo central do saco embrionario (Fig. 1.5e) e, a partir deste ponto, os ovarios
autofecundados sofrem abscisdo. Para o mesmo periodo, os zigotos da fecundacio
cruzada sofreram uma divisdo periclina!, com diferenciacdo da primeira célula do
suspensor (Fig. 1.51).

A interagdo de flores e visitantes comeca nos botdes na iminéncia de abrir.
Xylocopa brasilianorum (Hymenoptera:Anthophoridae) (Fig. 1.6a,d,g) e X. ordinaria
tanto podem abri-los, utilizando as partes bucais para forcar o apice dos botdes (Fig.

1.6a), como podem tomar néectar, introduzindo a lingua no espaco entre as pétalas,
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na altura do calice (Fig. 1.6g,h). Depois de abrir os botbes, estas espécies seguram
0 androceu com as pernas (Fig. 1.6d) e, vibrando o conjunto, recebem grande
quantidade de pdlen na parte ventral do corpo.

Megachile sp (Hymenoptera:Megachilidae) (Fig.1.6b) e E. fulvopifosa (Fig.
1.6¢) tambeém tentam, sem sucesso, abrir botdes e coletam polen em flores recém
abertas (Fig. 1.6e,f). Trigona spinipes (Hymenoptera:Apidae) coleta pdlen nas flores,
mas também perfura botbes em busca de pdlen (Fig. 1.6i). A atividade destas
abelhas ocasiona reducao drastica na quantidade de polen das flores visitadas.

Megachile sp (Fig. 1.7a), X ordinaria (Fig. 1.7b), Centris fuscata
{Hymenoptera:Antophoridae) (Fig. 1.7c), Pterourus scamander grayi (Lepidoptera:
Papilionidae) (Fig. 1.7d), Polygonus leo leo (Lepidoptera:Hesperiidae), (Fig. 1.7¢e),
Polytrix octomaculata octomaculata (Lepidoptera:Hesperiidae) (Fig. 1.7f), Coereba

flaveola (Passeriformes:Coerebidae) (Fig. 1.7g), Amazilia lactea (Apodiformes:
Trochilidae) (Fig. 1.7h) e Eupetornena macroura (Apodiformes: Trochilidae) (Fig.
1.71) s&o os visitantes que exploram nectar nas fases masculina e feminina da flor. A
coleta de nectar comeca apos a redugdo da carga polinica das anteras. Quando 0s
estames estao murchos, cerca de oito horas apds a antese, pouco poélen resta nas
anteras. Os estigmas tornam-se receptivos enquanto as flores passam por um
periodo noturno de oito horas em que ndo recebem visitas.

O polen adere na parte ventral do corpo das abelhas e na face inferior do
corpo e das asas das borboletas durante a visita as flores na fase masculina.
Abelhas e borboletas contactam os estigmas quando se movimentam pela flor e
enquanto introduzem a lingua para tomar néctar. Entre as aves, C. flaveola recebe
polen no bico e na fronte, tocando os estigmas com estas partes. Os beija-flores
recebem pdlen no bico, sendo que em A. Jactea também foi visto polen,
eventualmente, aderido as penas do pescogo. O contato dos beija-flores com os
estigmas é ocasional.

Apenas X. brasilianorum nao visitou flores em fase feminina. £. fulvopilosa
(Fig. 1.6¢c,f), P. leo feo (Fig. 1.7e) e P. octomaculata octomaculata (Fig. 1.7f) séo
visitantes esporadicos. A ndo ser as borboletas, os demais visitantes promovem
predominantemente a geitonogamia. A. Jactea e E. macroura apresentam um
comportamento territorial de defesa de recurso, com encontros agonisticos intra- e

interespecificos, inclusive com C. flaveola.



15

Melocactus violaceus (Cactaceae)

As populagbes de M. violaceus se estabelecem nas manchas de areia
expostas entre as moitas da vegetacao de restinga da area estudada. Os individuos
podem medir até 15cm de altura, incluindo o corpo vegetativo, freqientemente ndo
ramificado, e o cefalio (Fig. 1.8a). A propagacdo vegetativa pode ocorrer em
condigdes naturais, tanto por brotamentos aéreos em individuos senis (Fig. 1.8b)
como subterraneos, resultando em grupos de dois a trés perfilhos para um mesmo
sistema radicular (Fig. 1.8d).

Nas populagbes estudadas, grupos de individuos se alternam em episodios
de floracdo que duram de 15 a 29 dias, havendo intervalos de 17 a 25 dias sem flor

entre cada episodio. Em consequéncia, existem flores e frutos disponiveis em todos

os meses do ano. A inflorescéncia de M. violaceus esta imersa no denso conjunto de
tricomas e cerdas do cefalio (Fig. 1.8e). Em cada individuo da populagdo de M.
violaceus abre, comumente, uma flor de cada vez, sendo mais rara a abertura de
duas ou trés flores (Fig. 1.8c). O didmetro do perigbnio mede 7mm. O tubo formado
pelo hipanto mede 12,5 a 13,3mm de comprimento, com didmetro externo de 2,7 a
3,4mm, enquanto o interno € de 0,7 a 1,3mm.

Apbs as 14:00h, quando o perigénio de coloragac magenta aparece na
superficie do cefalio, o estilete esta com sua base recurvada, acomodada no interior
da camara nectarifera (Fig. 1.8f). Assim que as primeiras tépalas se afastam, o
estilete se distende e passa entre as anteras (Fig. 1.8g-h), quando os estigmas sdo
autopolinizados. Até as 15:00h, a flor esta aberta e, apds as 18:00h, as tépalas
estao fechadas. A flor esta novamente imersa no cefalio até as 21:00h.

A secrecdo de néctar inicia-se guase no mesmo horario em que o perigonio
completa sua abertura e 0 acimulo maximo ocorre cerca de duas horas apos, por
volta das 17:00h. Logo em seguida comega a reabsor¢@o do néctar, sendo que a flor
se fecha antes de completar a reabsor¢édo (Fig. 1.9a). A concentrac@o do néctar
variou de 15 a 65% durante a primeira hora de abertura da flor e, a partir dai, variou
entre 24 e 42% (Fig. 1.10).

As flores sdo visitadas pelos beija-flores Amazilia fimbriata (Fig. 1.17e) e
Polytmus guainumbi (Trochilidae: Trochilinae) durante as trés horas que ficam

abertas. Os beija-flores foram avistados freqlentemente em poleiros proximos a
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manchas de M. violaceus, mas nao foram vistos encontros agonisticos intra- ou
interespecificos durante o periodo de visitas.

De 30 flores fixadas apés a autopolinizagao espontanea, 3 (10%) ndo foram
polinizadas, em 11 (36,7%) havia menos de 30 graos de polen em todo o estigma e,
nas outras 16 (53,3%) havia bem mais de 40 graos. Os gréos de pélen germinam no
estigma (Fig. 1.11a) em, no maximo, seis horas. O tubo polinico cresce sem reactes
de incompatibilidade (Fig. 1.11b), atingindo o apice do ovaric de 36 a 48 horas
depois (Fig. 1.11c-d). Os sacos embrionarios séo penetrados entre 60 e 72 horas
apos a polinizacao (Fig. 1.11e-f).

No instante da abertura da flor, 0 saco embrionario ainda ndo estéa visivel nos
ovulos (Fig. 1.12a), o que 80 ocorre cerca de 18 horas ap6s a antese. Os zigotos
podem ser vistos 24 horas apds a fecundagdo (Fig. 1.12b), quando os ovarios

apresentam, no minimo, o dobro do tamanho inicial. Os pro-embrides se apresentam
como uma faixa unica de trés celulas (Fig. 1.12c) 48 horas apds a formagao do
zigoto. A célula apical sofre uma primeira divisao anticlinal de 24 a 36 horas apos
este estadio, delimitando um suspensor com duas células e caracterizando ©
embrido propriamente dito (Fig. 1.12d).

O desenvolvimento embrionario pode ser interrompido em qualquer ponto
entre a formacao do zigoto (Fig. 1.12e) e a diferenciacdo do embrido (Fig. 1.12f). Em
ambos 0s casos, a degeneracgdo celular € acompanhada de retragao do endosperma
(Fig. 1.12e-f), resultando em sementes estéreis desde estadios anteriores a
pigmentagao da testa, até sementes que sO ndo tém embrido, mas que o aspecto da
testa é igual ao da semente fértil.

N&o ocorreu agamospermia e a produgdo de frutos por autopolinizacio
espontdnea foi menor que a da polinizacdo em condigdes naturais (Tab. 1,
x2=13,83; p < 0.01; gl=1). A producgdo de sementes por fruto, em condi¢cbes naturais,
apresentou diferencas significativas entre os diferentes meses amostrados e em
relacdo a autopolinizagdo espontéanea (Tab. 1.2).

No més de maio, quando M. violaceus floriu sozinho, o numero de sementes
por fruto foi menor que o dos outros meses e ndo houve diferengas en relacéo a
autopolinizacdo espontdnea. Em agosto, quando F. penfagona e V. neoglutniosa
tambem estavam em flor, a produgdo de sementes por fruto de M. violaceus foi

maior que nos demais meses, bem como nos resultados da autopolinizagio
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espontanea. As diferengas entre os demais meses e a autopolinizacéo espontanea
nao foram significativas (Tab. 1.3). :

O nuimero de sementes ferteis apresentou diferengas mais:expressivas que a
produgéo total de sementes por fruto (Tab. 1.4). O nimero de sémenies ferteis em
frutos obtidos por autopolinizacdo espontanea foi menor q@ze 0 obtido pela
polinizacdo em condi¢gdes naturais em julho e agosto, ndo havendo diferencas em
relagg@o a maio e dezembro. A producdo de maio e a de dezembro ndo foram
diferentes entre si, mas a quantidade de sementes férteis produzida por fruto
naqueles meses foi menor que nos demais. N&o houve diferencas significativas

entre o numero de sementes férteis obtido em julho e em agosto (Tab. 1.5).

Passiflora pentagona (Passifloraceae)

P. pentagona é um subarbusto escandente por gavinhas, com ramos longos e
flexuosos, predominantemente associado a outros subarbustos e arbustos eretos
nas moitas da vegetacdo de restinga. Também pode ocupar,fmas com menor
freqUéncia, as manchas de areia exposta entre as moitas. Em meados de julho
surgem os primeiros botdes e suas flores estédo disponiveis, com maior abundéancia,
de agosto até janeiro. Entre janeiro e abril, as flores tornam-se menos numerosas,
desaparecendo entre maio e junho.

A abertura das flores comega por volta de 07:00h. Nesta ocasido possui
néctar na camara nectarifera (Fig. 1.13b), mas ainda n&o iniciou a liberagdo de odor.
Uma hora apés a abertura das flores, comega a emissao de um perfume forte e
adocicado. Os estigmas estao receptivos e ainda estéo orientados: em oposi¢ao aos
estames (Fig. 1.13a). O nectario secreta continuamente até o fechamento da flor,
entre 18:00 e 19:00h (Fig. 1.9b). A concentragio do nectar variou entre 5 e 50% ao
longo do periodo de duragao da flor (Fig. 1.10). O nGmero diario de flores que néo
recebem visitas € elevado. Flores que néo foram visitadas podem ser reconhecidas
pelo fato do volume acumulado de néctar ulirapassa o nivel do opérculo fimbriado,
podendo preencher o tubo do hipanto cujo didmetro varia de 4 a 8mm {(Fig. 1.13b),

quando o néctar n&o é retirado.
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Petalas e sepalas formam um conjunto de coloragdo branca, em vista
superior, com envergadura de 43 a 56mm. A corona circunda a abertura do tubo do
hipanto. Possui duas séries de filamentos crassos e laminaﬁes, de coloragao
amarelo-esverdeada, com maculas vinosas. No ciclo extemb da corona, 0s
filamentos tém de 11 a 19mm de altura, sendo de trés a quatro \?ezes maiores que
os do ciclo interno. Os estames e a base do ovario séo e!evadfos de 14 a 20mm
acima da fauce pelo androgindforo. Quando as anteras e os estigmas estdo
totalmente fletidos, ficam na mesma altura que o apice da corona ou de 3 a 5mm
acima (Fig. 1.13b-c).

Antes da segunda hora apés a abertura da flor, os estames sofrem sua
deflexdo méaxima. A movimenta¢do dos estiletes € mais lenta que a dos estames, e

sua deflexdo maxima ocorre entre cinco e seis horas apos a abertura da flor. Por

volta das 13:00h, os estiletes estdo numa inclinagdo de 80 a 120° em relagdo a seu
estado inicial (Fig. 1.14A). A partir dai, os estiletes comecam a voltar ao seu estado
original, porem de forma mais lenta que a deflexado (Fig. 1.14A).

A polinizagcado cruzada foi 0 unico experimento em que houve formacgao de
frutos (Tab. 1.1). A germinagdo do polen ocorre de quatro a seis horas apds a
deposi¢ao nos estigmas, tanto na autopolinizagéo como na polinizacdo cruzada. Na
polinizacdo cruzada, os tubos polinicos tém espessura regular e alcangam a porgéo
mediana do estilete apds 8 a 12 horas (Fig. 1.15b). Na autopolinizago, os tubos
crescem sem direcao bem definida e adquiriram pontos de alargamento irregular
(Fig. 1.15a,c), demorando, no minimo 36 horas para atingir o topo do ovario. Os
tubos mantiveram-se reforcidos na placenta, sem conseguir penetrar nos ovulos
mesmo 48 horas apos a polinizagao (Fig. 1.15e). Na polinizagdo cruzada, os tubos
alcancam o apice do ovario (Fig. 1.15d) entre 18 e 24 horas e penetram nos ovuios
(Fig. 1.15f) a partir de 24 horas.

Cerca de trés horas apds a abertura das flores, o saco embrionario ja pode
ser visto nos dvulos (Fig. 1.16a). O zigoto pode ser observado entre 12 e 24 horas
apés a penetragdo do dvulo pelo tubo polinico (Fig. 1.16b,d,f). Nos évulos que ndo
séo fecundados ocorre a separagéo dos dois tegumentos, cerca de 36 horas apés a
abertura da flor (Fig. 1.16¢). Decorridas mais 12 a 24 horas, este processo atinge
todo o dvulo, com sinais de necrose na regido do saco embrionario e do nucelo, que
também se separa do tegumento interno (Fig. 1.16e).
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As flores séo polinizadas por abelhas de grande porte e por beija-flores que
realizam visitas ao longo de 10 horas. Entre as abelhas, estdo fémeas de Centris
longimana, C. lutea, Epicharis flava, E. rustica (Anthophoridae:Céntridini), Xylocopa
brasilianorum, X. frontalis e X. ordinaria (Fig. 1.17.c) (Anthoph'oridae:Xyiocopini);
machos e fémeas de Eulaema cingulata e E. nigrita; e machos de E. seabrae e
Euplusia surinamensis (Apidae: Euglossini). Durante a coleta de néctar, as abelhas
colocam-se entre a corona e as anteras. Nesta ocasido as abelhas recebem pdlen
sobre o dorso do tdérax, mas so realizam polinizacdo nototribicé apos as 13:00h,
quando os estigmas estao fletidos com angulo maior que 90°(Fig 1;.17a-»b).

Nas primeiras horas da manha e nas Gltimas do entardecer,focorre a atividade
mais intensa dos beija-flores A. fimbriata (Fig. 1.17d) e P. guaf"numbi. Durante a

visita, recebem pélen na fronte e na regido proxima da maxila, contactando um dos

trés estigmas ao introduzir o bico na flor para tomar néctar (Fig. 1.17a-b). Ambos
foram vistos utilizando outros arbustos como poleiros tantc nas moitas de P.
pentagona como em outras moitas ate 100m de distancia. Nao foram observados
encontros agonisticos intra- ou interespecificos.

Outros insetos utilizam o néctar da flor durante suas visitas, mas nao s&o
polinizadores devido a suas pequenas dimensdes em relacdo a distdncia entre os
orgaos reprodutivos da flor. Foram observados individuos de Musca domestica
(Diptera:Muscidae), fémeas de Augochloropsis cupreola (Hymenoptera:Halictidae),
fémeas de Ceniris analis (Hymenoptera:Anthophoridae) e machos de Euglossa
cordata {(Hymenoptera:Apidae). Operarias de Apis mellifera (Hymenoptera:Apidae)
foram as unicas que coletaram polen ativamente nas anteras, mas nao ulilizaram o

nectar. .

Vriesea neoglutinosa (Bromeliaceae)

Esta & uma bromélia helidfila terrestre cujos individuos estéo isolados em
manchas ou contornando a periferia das moitas da vegetacdo de restinga. Pode
também ocorrer, menos comumente, como epifita sobre arbustos e subarbustos
desta vegetacdo. Propaga-se vegetativamente através de brotamentos no eixo

caulinar em meio as folhas secas. As inflorescéncias surgiram no inicio de junho em
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quase todos os individuos da populagéo estudada. As primeiras flores abriram em
julho e a espécie permaneceu em flor até setembro. '

As inflorescéncias sao paniculas com sete a nove ramificacbes secundarias
do escapo principal, cada um com oito a dez flores. Em cada inflorescéncia abre-se
uma flor por dia. A abertura de duas ou trés flores é mais réra numa mesma
inflorescéncia. As sepalas e as pétalas sao crassas e de cor amarela e, apesar de
livres entre si, estdo imbricadas e formam uma flor funcionaimehte tubulosa. Uma
bractea vermelha envolve a flor (Fig. 1.13e) e reforga o formato tubuloso do perianto.

A abertura das flores inicia-se a partir de 01.00h, com peqiﬁeno afastamento
entre as pétalas, insuficiente para expor os estames e o estigma. Nesta ocasiao, as
anteras estéo fechadas, o estigma néo esta receptivo e ndo ha néctar. Esta situagdo
nao se altera muito até as 04:00h, quando as pétalas estdo suficientemente

afastadas para expor 0s estames e ¢ estigma, conjunto que esta praticamente ao
nivel da fauce. Os estames, apesar de livres, estdo agrupados num feixe, no plano
superior da flor (Fig. 1.13e-h).

Apos as 04:00h, os apices das pétalas tornam-se reflexos (Fig. 1.13f), até o
tubo da flor medir 40 a 46mm de comprimento (Fig. 1.14B). Os 6rgdos reprodutivos
continuam se alongando e a retracdo do nivel da abertura do tubo floral facilita sua
exposicac. As anteras expdem o polen entre 06:00 e 07:00h, guando os filetes
praticamente se alongaram ao maximo (Fig. 1.14C), situando-se 4 a 6mm acima da
abertura do tubo. O estigma ainda nao esta receptivo e o estilete continua se
alongando (Fig. 1.14D). A partir de 11:00h o estigma torna-se receptivo, podendo
estar em meio as anteras (Fig. 1.13f), ac nivel (Fig. 1.13g), ou ainda 3 a 6mm acima
(Fig. 1.13h}.

A secregido de nectar comega por volta de 04:00h e a massa acumulada
aumenta até sete horas apos, sem variagdes expressivas entre: 11:00 e 14:00h.
Depois deste periodo, o néctar passa a ser reabsorvido (Fig. 1.9C). A concentragéo
do néctar varia entre 5 a 35%, ao longo do pericdo de secregao (Fig. 1.10}. Apds as
16:00h, os estigmas e as anteras apresentam sinais de oxidagio e até as 19:00h, a
corola murcha, fechando o tubo. O estigma e parte das anteras permanecem
expostos.

Os beija-flores A. fimbriata e P. guainumbi (Fig. 1.17f) visitam as flores em
intervalos de 40 a 60 minutos desde as 05:00h ate as 14:00h. Depois disto, as
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visitas tornam-se irregulares, cessando apés as 16:00h. Durante a visita, anteras e
estigma tocam o topo da cabega dos beija-flores, efetuando a polinizagdo. Quando
as primeiras flores estdo disponivels em julho, 0s encontros agonisticos intra-
especificos ocorrem com muita freqliéncia entre os beija-fores. A partir de agosto,
qguando as flores sdo mais abundantes, individuos de ambas as espécies de beija-
flores visitam individuos de V. neoglutinosa em comum, sem encontros agonisticos.
Quase todas as flores desenvolvem frutos em condicbes naturais de

polinizagdo. N&o ocorreu agamospermia e nio houve diferenga entre os frutos
obtidos por autopolinizagao manual e por polinizagdo cruzada (Tab. 1; x2=3,81;
p>0.05; gl=2). Em ambos os tratamentos, também ndo houve diferencas quanto &
germinagao do pdlen, ao crescimento de tubo polinico e ao desenvolvimento dos

Ovulos apés a fecundagéo.

Os tratamentos de autopolinizagdo manuai feitos em estigmas nao receptivos
produziram frutos sem diferengas significativas em relagdo aos realizados em

estigmas receptivos (x2=1,48; p>0.05; gi=1), apesar da flor ser protandrica. Menor

proporgao de frutos foi obtida por autopolinizagdo espontanea (Tab. 1.1), que ocorre

pelo contato do estigma com as anteras durante o alongamento do estilete.

DISCUSSAQ E CONCLUSOES

Tomando o sistema de reproducio como indicador da necessidade de
polinizadores, foram caracterizadas demandas bem diferenciadas entre as cinco
espécies vegetais estudadas. Os casos encontrados podem ser organizados numa
seqléncia que vai da dioicia, com dependéncia total de agentes polinizadores
(Lioyd, 1982; Bawa, 1990; Renner & Feil, 1993; Bawa, 1994; Renner & Ricklefs,
1995}, até a autopolinizagdo espontdnea, com variados graus de sucesso na
producio de sementes.

B. dracunculifolia foi o caso de dioicia. As outras quatro espécies possuem
flores hermafroditas que apresentam desde depress@o endogamica a auto-
incompatibilidade pré- e pos-zigdtica. As particularidades de cada espécie levaram a

delimitag@o das questoes relevantes para a investigacdo quimica dos volateis florais.
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Baccharis dracuncuiifolia

Unidades florais como as de B. dracunculifolia, pequenas, esverdeadas e com
escassa produgdo de néctar, tém sido encontradas nos tropicos, em espécies
didicas de florestas (Bawa, 1990) e na vegetacdo lenhosa do cerrado (Qliveira,
1996). Flores assim descritas como simples e inconspicuas (Bawa 1990, Renner &
Feil, 1993; Bawa, 1994, Renner & Ricklefs, 1995; Oliveira, 1996) tém sido
associadas a sistemas de polinizagao que envolvem diversas ordens de insetos
pequenos que apresentam variados graus de especializacdo para os recursos florais
(Bawa 1990, Renner & Fell, 1993; Bawa, 1994; Renner & Ricklefs, 1995).

Em B. dracunculifolia, a inflorescéncia feminina nao tem podlen e,

praticamente, tambem nao possui néctar. Em casos como este, 0 mimetismo

intersexual tem sido apontado como um dos possiveis promotores de visitas a
ambas as flores (Bawa, 1980; Wilson & Agren, 1989; Schemske et al., 1996).

As flores e as inflorescéncias masculinas e femininas de B. dracunculifolia
apresentam, entretanto, diferencas morfologicas bem marcadas, caracterizando
dimorfismo sexual comum entre as espécies de Baccharis (Barroso, 1976). O
dimorfismo sexual, em relagdo ao tamanho da flor, € um evento relativamente
comum entre flores unissexuadas e parece ndo sofrer pressdo seletiva dos
polinizadores, pois nac tem apresentado associagdo significativa com sistemas
bidticos ou abidticos de polinizacéo (Delph, 1996). O dimorfismo sexual em B.
dracunculifolia (Fig. 1.1a-b) dificulta, entretanto, a aceitacdo de que semelhancas
morfoldgicas ou visuais entre as flores pudessem guiar mimeticamente os visitantes
a ambos os tipos de flores.

Alem das diferengas morfologicas, em B. dracunculifolia ocorre também a
segregacgao entre abelhas sociais que visitam apenas os capitulos masculinos, e as
abelhas solitarias, as vespas e as moscas que visitam ambos os morfos. Este fato
pode ser relacionadoc a capacidade de aprendizado e memoria de abelhas sociais, o
que tem justificado, experimentaimente, os casos em que as abelhas se mantém
forrageando em determinadas flores, mesmo quando hé outras disponiveis, com
quantidade de recurso equivalente (Lewis, 1993; Dukas & Real, 1993).

A expectativa de memona de abelhas solitarias € bem menor que a das

sociais, dificultando que associem sinais florais a oferta de recurso, por limitagdes de
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aprendizado (Dukas & Real, 1993). De fato, abelhas e outros insetos solitarios tém
sido associados a servigos de polinizagdo de plantas didicas em que apenas um dos
morfos oferece recurso (Schemske et al., 1996), sendo gue a polinizacdo depende
da inexperiéncia de insetos jovens recém eclodidos (Dobson, 1987).

Como a producgdo de sementes em B. dracunculifolia depende da atividade
dos polinizadores (Tab. 1) e ha pouca semelhanca morfolégica intersexual (Fig.
1.1a-b), falta esclarecer que sinal levaria os visitantes a ambos os morfos. Nestes
casos, sugeriu-se que a semelhanca entre os morfos sexuais pode ser estabelecida
por um perfil comum de odores florais (Bawa, 1980; Little, 1983; Wilson & Agren,
1989), 0 que resultou num estudo mais detalhado sobre a participacdo dos volateis

florais na polinizacao de B. dracunculifolia (vide Capitulo 11).

Eriotheca candolleana

E. candolleana apresentou reagao de autoincompatibilidade tardia, como
ocorre em Eriotheca gracilipes (Oliveira ef al., 1992). Nestes casos, a producéo de
sementes em populagdes auto-incompativeis € fortemente influenciada e
dependente da distancia entre diferentes genetas disponiveis na area de ocorréncia
(Richards, 1997, Talavera ef al., 1993; Reinartz & Les, 1994).

Em funcdo da baixa densidade em formacdes florestais, as flores de E.
candolieana se apresentam como um recurso disposto em mancha, em meio a
vegetacdo (Silva et al 1997). Nestas condicbes, ha grandes distdncias entre
individuos co-especificos e a geitonogamia é freqilente devido a tendéncia de
deslocamento de visitantes entre flores proximas (Snow ef al., 1996). Como em E.
candolleana a autoincompatibilidade é pos-zigdtica, a geitonogamia tende a reduzir a
reprodugdo sexuada, uma vez que o pdlen que circula entre as flores de uma
mesma planta nao sofre restricbes quanto a germinacdo e nem quanto a fecundacgio
e os Ovulos autofecundados ndo produzem sementes (Mulcahy et al., 1992, Snow et
al., 1996, Proctor et al., 1996).

A assincronia dos pulsos de abertura de flores minimiza o efeito da dicogamia
de E. candofleana na redugdo da geitonogamia (Snow ef al., 1998). Por outro lado,
diversos fatores, entre os quais o nivel de saciedade do visitante, tendem a restringir
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a atividade dos visitantes quanto ao numero de flores visitadas em relacdo as
disponiveis e podem assumir um papel mais relevante que a dicogamia para
aumentar a producao de sementes (Klinkhamer & de Jong, 1993, S-.now et al, 1996).

Oliveira et al. (1992) consideraram as flores de Eriotheca como melitofilas
devido, principalmente, a morfologia do androceu, e propuseram a melitofilia como
uma condicdo derivada neste grupo taxondmico primitivamente polinizado por
vertebrados. Se forem consideradas, entretanto, outras caracteriéticas do género,
como 0s pedicelos proporcionaimente longos e as inﬂorescén'cias que podem
aparentar fasciculadas ou umbeliformes, dependendo do grau def reducdo do eixo
(Robyns, 1963), E. candolleana apresenta atributos em comum com outras flores
polinizadas por passeriformes (Westerkamp, 1990; Sazima ef al.; 1993; Bittrich &
Amaral, 1996).

A importancia de insetos e aves na polinizacdo de E. candolleana pode,
contudo, variar entre as areas de ocorréncia que vai desde de Goias (Robyns, 1963)
até regides com altitude entre 900 e 1100m no sudeste do Brasil, com temperaturas
baixas (18 a 20°C), mesmo nos pericdos mais quentes do ano (Oliveira-Filho et al.,
1994, Silva et al, 1997). Nestas condi¢des, a polinizagéo por insetos tenderia a
perder importancia em relacao a vertebrados (Cruden, 1972; Arroyo ef al, 1982),
principalmente pelo fato da floragdo de £. candollena poder iniciar-se em meados de
maio, prolongando-se por trés meses (Robyns, 1963) que podem estar contidos em
parte do inverno, com temperaturas entre 10-16°C (Silva et al., 1997).

As espécies de aves e de borboletas visitantes de E. candolleana, possuem
ampla distribuicdo geografica (Grantsau, 1986; Sick, 1988, Brown, 1992),
sobrepondo-se a area de distribuicio da planta (Robyns, 1963). Por isto, é provavel
que E. candolleana utilize aves e insetos como polinizadores, dependendo de
variagdes locais e sazonais de temperatura.

Diante destas possibilidades, a proxima etapa desta investigacio pretende
verificar como 0s sinais quimicos volateis e a oferta de néctar influenciam a visitacéo

a E. candolleana em individuos cultivados em area proxima a dois fragmentos de

mata semidecidua (vide Capitulo 1lI).
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Melocactus violaceus

Numa revisao de Melocactus para as Ameéricas Central e do Sul, Taylor
(1991) concluiu que as especies deste género se reproduzem em seu habifat
exclusivamente através de sementes, pelo fato dos individuos normalmente nao
apresentarem caule ramificado, a ndo ser quando danificado. Em M. violaceus
ocorreu, entretanto, propagacao vegetativa em condigbes naturais tanto por
brotamento aéreo de individuos senis (Fig. 1.8b) como subterraneo (Fig. 1.8d), sem
dano caulinar aparente. Individuos afastados cerca de 1,0 a 1,5 m e ligados pelo
sistema radicular foram observados numa vegetacdo semelhante a de restinga,
proxima a uma floresta de tabuleiro em Linhares (19°12’'S e 40°02'W), ES (J.

Vasconcelos-Neto, com. pes.).

Taylor (1991) admitiu a ocorréncia de autopolinizagao nas especies do género
como um evento secundario, pois seriam adaptadas a polinizacao cruzada, realizada
por beija-flores. Em M. wvioclaceus, o sucesso na formacdo de frutos por
autopolinizagéo esponténea foi, entretanto, apenas um pouco menor que a
frutificacgdo em condigBes naturais (Tab. 1.2, 1.3). A atividade dos beija-flores
promoveu, contudo, um aumento tanto da producdo total de sementes como de
sementes férteis em condi¢gdes naturais (Tab. 1.4, 1.5).

A produgéo de sementes férteis, em particular, foi menor quando apenas M.
violaceus estava florindo sem as outras espécies sintdpicas. Nesta condicdo, a
selecdo a posterion de zigotos por depressac endogamica tem sido relatada como
uma estrategia capaz de garantir algumas sementes e uma certa variabilidade
genetica, principalmente quando as espécies envolvidas sdo pluri-espérmicas
(Charlesworth & Charlesworth, 1990; Comes, 1994 Kraus, 1994).

Assim como M. violaceus, outras espécies do género sio regularmente
visitadas por beija-flores (Rogers & Evans, 1981, Howard, 1989). Mesmo
considerando que pequenas abelhas, borboletas, formigas e até mesmo um
pequeno lagarto possam, no minimo, influenciar a polinizacdo das espécies deste
género, Taylor (1991) concluiu que as flores de Melocactus seriam primariamente
adaptadas a ornitofilia. Entretanto, em funcdo da importadncia da autopolinizacao

espontdnea para a produgdo de sementes em M. wiolaceus, os beija-flores
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funcionam como co-polinizadores, responsaveis por um aumento na produgdo de

sementes ferteis e variabilidade genética.

Passiflora pentagona

P. pentagona pertence ao subgénero Astrophea, para o qual Escobar (1994)
formulou a hipdtese da existéncia de dois grupos de sindromes de polinizac&o
zoofila, baseados em afributos morfolégicos da flor. Um deles retine as espécies
provavelmente polinizadas por beija-flores, com flores de coloragéb brilhante entre o
purpura e o alaranjado, e tubo do hipanto bem desenvolvido. No outro estdo as
especies provavelmente polinizadas por abelhas de grande porteé, com flores como

as de P. pentagona, de cor branca ou alvo-esverdeada, com corona amarelada, com
tubo do hipanto curto. P. pentagona ¢ efetivamente polinizada por abelhas de
grande porte, como outras espécies de flores perfumadas de diferentes sub-géneros
de Passiflora (Koschinitzke & Sazima, 1997; Varassin & Silva, 1997), mas 0s beija-
flores também atuam como polinizadores.

As flores de P. pentagona sao funcionalmente protandricas para as abelhas,
de cuja atividade matinal resulta a remogao de podlen do flor, antes que os estigmas
se tornem acessiveis a polinizagao nototribica. Separacéo funcional semelhante a
esta ocorre em flores de outras espécies de Passiflora, mas representa uma
conseqliéncia da assincronia na deflexdo dos estiletes (May & Spears-Jr, 1988;
Varassin & Silva, 1997). Desta forma, flores predominantemente doadoras de pélen
coexistem com outras funcionalmente hermafroditas, carécterizando uma
andromonoicia funcional (Gotisberger et al,, 1988; May & Spears—.}r, 1988; Varassin
& Silva, 1997), proposta como mecanismo modulador da alocagdo de recursos para
produgao de sementes (May & Spears-Jr, 1988). O numero de flores de P.
pentagona disponivel é, entrelanto, muito maior que a capacidade de visita das
abethas. Por isto flores predominantemente femininas podem ser encontradas apos
as 13:00h, junto com flores que ainda tém pdlen e os estigmés estdo fletidos,
caracterizando ginomonoicia funcional em P, pentagona.

P. pentagona é autoincompativel, como outras espécies de Passiflora da

mesma area (Varassin, 1996). Como as abelhas tendem a circular entre as flores de
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um mesmo individuo, a competicdo entre pdlen enddgeno e exogeno pela
germinagao pode causar reducao de fecundidade dos cruzamentos, em decorréncia
da geitonogamia (Muicahy et al., 1992, Snow et al., 1996, Proctor et al., 1996). E
possivel que a ginomonoicia funcional de P. pentagona contribua para reduzir o
impacto da geitonogamia sobre a producdo de sementes (Mulcahy et al, 1992,

Snow ef al., 1996) nesta espécie autoincompativel.

Vriesea neoglutinosa

A populagido de V. neoglutinosa em Guarapari, ES, apresenta algumas

diferengas quanto ao periodo de floracdo, horério de abertura da flor e crescimento

do estilete, em relagdo a estudada por Martinelli (1994) em Paratymirim, RJ. De um
modo geral, as flores da populacao de Guarapari comegam a abrir quatro horas mais
cedo e fecham-se também cerca de quatro horas mais cedo que a de Paratymirim
(Martinelli, 1994).

A populagdo de Guarapari e autocompativel como a de Paratymirim
(Martinelli, 1994). A autopolinizagdo espontanea teve algum sucesso na produgéo de
frutos (Tab. 1.1). Martinelli (1994) ndo investigou a ocorréncia de autopolinizacio
espontanea na populagdo de Paratymirim, mas encontrou uma producdo de frutos
COm sucessos muito proximos entre a autopolinizacédo e a polinizacdo cruzada. N&o
houve diferencas quanto ao crescimento dos tubos polinicos € ao numero de
fecundagdes entre a autopolinizagdo e a polinizacdo cruzada na populacdo de
Guarapari. Martinelli (1994) apontou indicios, entretanto, de crescimento mais
acelerado dos tubos polinicos na polinizacdo cruzada, na populagéo de Paratymirim.

Os encontros agonisticos intra-especificas dos beija-flores que ocorreram no
inicio da florada de V. neoglutinosa também foram observados numa disjungéo de
vegetacado de restinga, proxima a uma floresta de tabuleirc em Linhares, ES, numa
populagao em que A. fimbriata e P. guainumbi foram os principais polinizadores (van
Sluys & Stoltz, 1995). Esta caracteristica de comportamento territorial (Armstrong,
1992) nao foi mais observada em Guarapari apos um nimerc maior de individuos

oferecer flores abertas.
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Quando aumentou a freqiiéncia de individuos com flores abertas em
Guarapari, houve ocasides em que as duas espécies de beija-flores usaram uma
mesma planta, sem encontros agonisticos. Este fato se repetiu na populagéo de V.
neoglutinosa de Linhares (van Sluys & Stoltz, 1995). Para explicar o uso comum de
um recurso floral por beija-flores de comportamento territorial, sem interacdes
agonisticas, van Sluys & Stoltz (1995) propuseram que, em fun¢do da distribuicdo
esparsa de individuos na populagao de V. neoglutinosa observada em Linhares, os
beija-flores estabeleceriam territérios tdo grandes que invasdes poderiam ocorrer
sem que houvesse possibilidade de defesa dos territorios estabelecidos. Em
condi¢cbes de escassez do recurso alimentar, Armstrong (1992) propds que 0s
animais precisariam forragear em areas t&o extensas, que a defesa territorial ndo
seria dependente da disponibilidade do alimento, mas sim da possibilidade de

defender o recurso disperso numa area tao grande.
Na populacdo de Guarapari, o avistamento de encontros agonisticos foi mais

comum quando a densidade de individuos em flor era menor. Os individuos desta
populacdo apresentam-se em manchas bastante dispersas na area, assim como a
de Linhares (van Sluys & Stoltz, 1995). No inicio da florada, embora a densidade de
individuos com flores abertas seja baixa, aqueles que florescem primeiro tendem a
estar agrupados em manchas e este padrao espacial tem sido associado a defesa
territorial por nectarivoros (Carpenter, 1987) e também por herbivoros (Ostfeld,
1992).

A Ligacao enfre as Espécies Sintépicas: Melocactus violaceus, Passiflora pentagona

e Vriesea neoglutinosa

Estas trés espécies sintdpicas representam um dos poucos recursos
alimentares explorados por beija-flores na area estudada, durante quase trés meses.
A competicdo interespecifica de plantas por polinizadores tem sido apontada como
fator de pressdo importante na interag@o entre plantas e guildas de beija-flores
(Stiles, 1977), havendo uma controvérsia a respeito do impacto real que esta
competicdo provoca sobre o deslocamento de caracteres (Stiles, 1977; Stiles, 1978;
Murray et al., 1987, Pleasants, 1990).



28

Comao P. pentagona recebe visitas de 13 especies de abelh?s, além dos beija-
flores, a eventual competicdo por guilda comum de polinizadores deveria ocorrer
entre V. neoglutinosa e M. violaceus. Ao contrario do esperado bara a competicdo
(Rathcke, 1983; Rathcke, 1992), em condigbes naturais, o aproveitamento de flores
na produgao de frutos foi quase total em V. neogiutinosa (Tab. 1,1) e houve aumento
da produgéo de sementes ferteis em M. violaceus no periodo em que as espécies
sintépicas floriram juntas (Tab. 1.4, 15). V neoglufinosaé e M. violaceus
possivelmente se beneficiam da florada simultanea, como nofiipo de interacdo
caracterizada como cooperativa por Rathcke (1983).

Este sistema formado pelas trés especies vegetais foi utiljzado para testar a
participagéo de compostos volateis florais e da oferta de néctar na relagdo entre

abelhas e beija-flores e as flores destas plantas (vide Capitulo IV).



30

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ackerman, J.D. (1983). Specificity and mutual dependency of the orchid-euglossine
bee interaction. Biological Journal of Linnean Society, 20, 301-314.

Armstrong, D.P. (1992). Correlation between nectar supply and aggression in
territorial honeyeaters: causation or coincidence? Behavioral Ecology and

Socialbiology, 30, 95-102.

Arroyo, M T.K,, Primack, R. & Armesto, J. (1982). Community studies in pollination
ecology in the high temperate Andes of central Chile. I. Pollination mechanisms
and altitudinal variation. American Journal of Botany, 69, 82-97.

Barroso, G.M. (1976). Compositae - subtribo Baccharidinae Hoffmann. Estudo das
especies ocorrentes no Brasil. Rodriguesia, 28, 3-273.

Bawa, K.S. (1980). Mimicry of male by female flowers and intrasexual competition for
pollinators in Jacaratia dolichaula (D. Smith) Woodson (Caricaceae). Evolution,

34, 467-474.

Bawa, K.S. (1990). Evolution of dicecy in flowering plants. Annual Review of Ecology
and Systematics, 11, 15-39.

Bawa, K.S. (1994). Pollinators of tropical dioecious angiosperms, a reassessment?
No, not yet. American Journal of Botany, 81, 456-460.

Bittrich, V. & Amaral, M.C.E. (1996). Pollination biology of Symphonia globulifera
(Clusiaceae). Plant Systematics and Evolution, 200, 101-110.

Brown Jr, K.S. (1992). Borboletas da Serra do Japi: diversidade, habitats, recursos
alimentares e variag8o temporal. In: Histéria natural da Serra do Japi: ecologia e
preservagdo de uma area florestal do Sudeste do Brasif (org. L.P.C. Morellato),
pp. 142-186. UNICAMP, Campinas.

Carpenter, F.L. (1987). Food abundance and territoriality: to defend or not to defend?
American Zoologist, 27, 387-399.

Charlesworth, D. & Charlesworth, B. (1990). Inbreeding depression with
heterozygote advantage and its effect on selection for modifiers changing the
outcrossing rate. Evolution, 44, 870-888.

Comes, H.P. (1994). Selfing ability and male sterility in Senecio vernalis Waldst. et
Kit. (Asteraceae) from Israel. Israel Journal of Plant Sciences, 42, 89-103

Cruden, R.W. (1972). Pollinators in high-elevation ecosystems: relative efectiveness
of birds and bees. Science, 176, 1439-1440.

Delph, L.F. (1996). Flower size dimorphism in plants with unisexual flowers. In: Floral
biology, studies on floral evolution in animal-pollinated plants (eds. D.G. Lloyd &
S.C.H. Barret), pp. 217-237. Chapman & Hall, New York.

Dobson, H.E.M. (1987) Role of flower and pollen aromas in host-plant recognition by
solitary bees. Oecologia, 72, 618-623.

Dukas, R. & Real, LA (1993). Cognition in bees: from stimulus reception to
behavioral changes. In: Insect learning: ecological and evolutionary perspectives
(eds. D.R. Papaj & A.C. Lewis), pp. 343-373. Chapman & Hall, London.



H

Escobar, L.K. (1994). Two new species and a key to Passiflora subg. Astrophea.
Systematic Botany, 19, 203-210.

Faegri, K. & van der Pijl, L. (1979). Principles of poliination ecology. Pergamon
Press, Oxford.

Gottsberger, G., Camargo, J.M.F. & Silberbauer-Gottsberger, 1. (1988). A bee-
pollinated tropical community: the beach dune vegetation of ltha de Sao Luiz,
Maranhéo, Brazil. Bofanische Jahrbiicher der Systematisches, 109, 469-500.

Grantsau, R. (1986). Os beiffa-flores do Brasil. 2. ed. Expresséo e Cultura, Rio de
Janeiro.

Harder, L.D. & Barret, S.C.H. (1996). Pollen dispersal and mating patterns in animal-
pollinated plants. In: Floral biology, studies on floral evolution in animal-polfinated
plants (eds. D.G. Lloyd & S.C.H. Barrett), pp. 140-190. Chapman & Hall, New
York.

Herr, J.M. (1971). A new clearing-squash technique for the study of ovule
development in angiosperms. American Journal of Botany, 58, 785-790.

Herr, J.M. (1973). The use of Normarski interference microscopy for the study of the
structural features in cleared ovules. Acfa Bofanica Indica, 171, 203-205.

Herrera, C.M. (1996). Floral traits and plant adaptation to insect pollinators: a devil's
advocate approach. In: Floral Biology, studies on floral evolution in animal
pollinated plants (eds. D.C. Lioyd & S.C.H. Barrett). pp. 65-87. Chapman & Hall,
New York.

Howard, R.A. (1989). Flora of the lesser Antilles, v. 5, pp. 408-410. Arnold
Arboretum, Havard.

Jensen, WA, (1962). Botanical hystochemistry, principles and practice. W.H.
Freedman, San Frnacisco.

Klinkhamer, P.G.L. & de Jong, T.J. (1993). Aftractiveness to pollinators: a plant’s
dilemma. Oikos, 66, 180-184.

Koschnitzke, C. & Sazima, M. 1997. Biologia floral de cinco espécies de Passiflora L.
(Passifloraceae) em mata mesdfila. Revista Brasileira de Botédnica, 20, 119-126.

Kraus, S.L. (1994). Preferential outcrossing in the complex species Personia mollis
R. Br. (Proteaceae). Oecologia, 97, 256-264.

Lewis, A.C. (1993). Learning and the evolution of resources: pollinators and flower
morphology. In: Insect learning: ecological and evolutionary perspectives (eds.
D.R. Papaj & A.C. Lewis), pp. 219-242. Chapman & Hall, London.

Little, R.J. (1983). A review of floral food deception mimicries with comments on floral
mutualism. In: Handbook of experimental pollination biology (eds. C.E. Jones &
R.J. Little), pp. 294-309. Van Nostrand Reinhold, New York.

Lloyd. D.G. {1982). Selection of combined versus separate sexes in seed plants.
American Naturalist, 120, 571-585.

Martin, F.W. (1959). Staining and observing pollen tubes in the style by means of
fluorescence. Stain Technology, 34, 125-128.



32

Martinelli, G. (1994). Vriesea neoglutinosa Mez. In: Reprodixctive biology of
Bromei:aceae in the Atlantic Rainforest of southeastern Brazﬂ pp.90-94. PhD
Thesis. University of St. Andrews, Saint Andrews.

May, P.G. & Spears-Jr, E.E. (1988). Andromonoecy and varlatlon in phenotypic
gender of Passiflora incamata (Passifloraceae). American Joumal of Botany,

75, 1830-1841

Mulcahy, D.L., Mulcahy, G.B. & Searcy, K.B. (1992). Evoiutionaryfgenetics of pollen
competition. In: Ecology and evolution of plant reproduction (ed. R. Wyatt), pp.
25-36. Chapman & Hall, London.

Murray, K.G., Feinsinger, P., Busby, W.H., Linhart, Y.B., Beach, J:H & Kinsman, S.

(1887). Evaluatlon of character dssplacement among plants in two tropical
pollination guilds. Ecology, 68, 1283-1293, .

Oliveira, P.E. (1996). Dioecy in the cerrado vegetation of central Braz;i Flora, 191,
235-243.

Oliveira, P.E., Gibbs, P.E., Barbosa, AA. & Talavera, S. (1992) Contrasting
breeding systems in two Eriotheca (Bombacaceae) species: of the Brazilian
cerrados. Plant Systematics and Evolution, 179, 207-219.

Oliveira-Fitho, A.T., Vilela, E.A., Carvalho, DA & Gavilanes, ML. (1994).

Differentiation of streamside and upland vegetation in an area of montane
semideciduous forest in southeastern Brazil. Flora, 189, 287-305_.

Ostfeld, R.S. 1992. Small-mammal herbivores in a patchy environment: individual
strategies and population responses. In:. Effects of resource distribution on
animal-plant interactions (eds. M.D. Hunter, T. Ohgushi & P.W. Price), pp. 43-74.
Academic Press, San Diego.

Pleasants, J.M. (1990). Null-modei tests for competitive displacement: the fallacy of
not focusing on the whole community. Ecology, 71, 1078-1084.

Proctor, M., Yeo, P. & Lack, A. (1996). The study of pollination: a short history. In:
The natural history of pollination. pp. 12-23. Harper Collins, London.

Rathcke, B.J. (1983). Competition and facilitation among plants for pollination. In:
Pollination biology (ed. L. Real), pp. 305-329. Academic Press, Orlando.

Rathcke, B.J. (1992). Nectar distributions, pollinator behavior, and plant reproductive
success. In: Effects of resource distribution on animal-plant interactions (eds.
M.D. Hunter, T. Ohgushi & P.W. Price), pp. 113-138. Academic Press, San
Diego.

Reinartz, JA. & Less, DH. (1994). Bottleneck-induced dissolution of self-
incompatibility and breeding system consequences in Asfer furcatus (Asteraceae).
American Journal of Botany, 81, 446-455

Renner, 5.5. & Feil, J.P. (1993) Polliinators of tropical dloemous angiosperms.
American Journal of Botany, 80, 1100-1107.

Renner, S.S. & Ricklefs, R.E. (1995). Dioecy and its correlati ons in the flowering
plants. American Journal of Botany, 82, 596-606. :

Richards, A.J. (1997). Plant breeding systems. George Allen & Unwm London.



33

Robyns, A. (1963). Essai de monographie du genre Bombax s./. (Bombacaceae).
Bulletin du Jardin Botanique de L'Etat, 33, 1-316.

Rogers, C.N. & Evans, P.A. (1981). Melocactus macracanthos in habitat. Cactus and
Succulents Journal of Great Britain 43, 33-36. -

Roubik. D.M. (1992). Loose niches in tropical communities: why are there so few
bees and so many trees? In: Effects of resource distribution on animal-plant
interactions (eds. M.D. Hunter, T. Ohgushi & P.W. Price), pp. 327-354. Academic
Press, San Diego.

Sazima, |, Buzato, S. & Sazima, M. (1993). The bizarre inflorescence of Norantea
brasiliensis {Marcgraviaceae): Visits of hovering and perching birds. Bofanica
Acta, 106, 507-513. |

Schemske, D.W., Agren, J. & Le Corff, J. (1996). Deceit pollination in the
monoecious, neotropical herb Begonia oaxacana (Begoniaceae). In: Floral
biology, studies on floral evolution in animal-pollinated plants (eds. D.G. Lioyd &
S.C.H. Barret), pp. 292-318. Chapman & Hall, New York.

Sick, H. (1988). Omitologia brasileira. 3. ed. 2 v. UnB, Brasilia.

Siiva, A.G. da, Guedes-Bruni, R.R. & Lima, M.P.M. de. (1997). Sistemas sexuais e
recursos florais do componente arbustivo-arbéreo em mata preservada na
Reserva Ecoldgica de Macaé de Cima. In: Serra de Macaé de Cima: diversidade
floristica e conservagdo em Mata Atldntica (eds. H.C. Lima & R.R. Guedes-
Bruni), pp. 187-211. JBRJ, Rio de Janeiro.

Snedecor, G.W. & Cochran, W.G. (1980). Statistical methods. 7 ed. iwoa State
University Press, lowa.

Snow, AA., Spira, T.P., Simpson, R. & Klips, RA (1996). The ecology of
geitonogamous pollination. In: Floral biology, studies on floral evolution in animal-
pollinated plants (eds. D.G. Lloyd & §.C.H. Barret), pp. 191-216. Chapman & Hall,
New York.

Stiles, F.G. (1977). Coadapted competitors: the flowering seasons of hummingbird-
poilinated plants in a tropical forest. Science, 10, 184-210.

Stiles, F.G. (1978). Temporal organization of flowering among the hummingbird
foodplants of a tropical wet forest. Biotropica, 198, 1177-1178.

Talavera, 3., Gibbs, P.E. & Herrera, J. (1993). Reproductive biology of Cistus
ladanifer (Cistaceae). Plant Systematics and Evolution, 186, 123-134.

Taylor, N.P. (1991). The genus Melocactus (Cactaceae) in Central and South
America. Bradleya, 9, 1-80.

van der Pijl, L. & Dodson, C. (1966). Orchid flowers: their pollination and evolution.
Miami University Press, Coral Gables.

van Fleet, D.S. (1952). Histochemical location of enzymes in vascular plants.
Botanical Review, 18, 354-398.

van Sluys, M. & Stoltz, D.F. (1995). Patterns of hummingbird visitation to Vresea
neoglutinosa (Bromeliaceae) flowers in Espirito Santo, southeastern Brazil.
Bromelia, 2, 27-35.



34

Varassin, L.G. & Silva, A.G. da, (1897). A melitofilia em Passiflora’ alata Dryander em
vegetacgdo de restinga. Rodriguesia, no prelo. -

Varassin, 1.G. (1996). Neclar e volateis florais na polinizacdo de é:!uatro espéecies de
Passiflora L. (Passifloraceae). Dissertagao de Mestrado. UNICAMP, Campinas.

Vogel, S. (1963). Duftdrisen im Dienste der Bestaubung, (ber Baif und Funktion der
Osmophoren. Abhandlungen der Akademie der Wissenschaften und Literatur
Mainz, Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Klasse, 10, 1»16{5.

Waser, N.M., Chittka, L, Price, M.V, Williams, N.M. & Ollerton, J. (1996).
Generalization in pollination systems, and why it matters. Ecology, 77, 1043-1060.

Westerkamp, C. (1990). Bird-flowers: hovering versus perchtng exploitation.
Botanica Acta, 103, 366-371.

Whitten, W.M., Young, A M. & Stern, D.L. (1993). Nonfloral sources of chemicals
that attract male euglossine bees (Apidae:Euglossini). Journal of Chemical
Ecology, 20, 3017-3027. -

Willson, M.F. & Agren, J. (1989). Differential floral rewards and poi!matﬁon by deceit
in unisexual flowers. Oikos, 55, 23-29
Zar, J.H. (1996). Bjostatistical analysis. 3 ed. Prentice Hall, New .Jefrsey.



35

OpEeZi|2ai OBU O)uswees U epuaba

0G /€y
0G/2¢y
0s5/71¥p

0 ) 4
0G/7¢Ep

05714
0s/0

SC/iit
Gc /6l
Gcrie

§¢/0
§C/0

G¢/0
GZ/0

0E /7 8l

e 7 L1
0e /0

v /¢
Gr/ec
S¥/0

S¥/0
S¥ /10

Sv/0
Sy/0

08l /62
06l /v8

u

U
061 /0

sieinjeu sepdipuod wa ordeziuijod
soAdaoal sewbnse we
soAldeoal ogu sewBnss we
epeznio oedeziuliod
soAideoas sewbise we
SOAljde0a) oBU SBWBIISS WS
[enuew oedeziujodoiny
egsueuodss ogdeziulodoiny

ejuiadsoweby

esounnibosu ‘A

euobejuad "o

SNasefoIn "Wy

eugejjopues '3  BloMNoUNOEIP g

sepadsy

sojuswiadx3

‘esounnibosu eeseLA

O euobejued BIOJISSEL 'SNEJBIOIN SNJOBDCIGIAI 'BUBSHOPUBD BOSYIOUT ‘BIOMINOUNDEID sueyooeg sepepnise siejobea ssiedse
Oould seu sieinjeu saQdipuco we @ ogdeziuijod ep sojuswuedxa We SOPHGO $8I0) Op JSWNU / SO Bp OJOWINN L'l Bleqel



36

Tabela 1.2. Analise de Variancia nao-paramétrica por Kruskal-Wallis (Zar, 1996) da

producdo total de sementes, em amostras de 50 frutos de Melocactus violaceus,

sendo um conjunto obtido por autopolinizagdo espontanea (AE) e? guatro obtidos em

condi¢bes naturais.

Amostra Soma dos "Ranks"
AE 6087,5
Maio 44775
Julho 7519,5
Agosto 6996,5
Dezembro 6294 5

Kruskal-Wallis
20,46 p<0,01

Graus de liberdade
4

Tabela 1.3. Matriz dos niveis de significancia das diferencas detectadas pelo teste

de Tukey nao-paramétrico (Zar, 1996) entre a producéo total de sementes em

amostras de 50 frutos de Melocactus violaceus obtidos a partir de autopolinizagéo

espontanea (AE) e em condigdes naturais de polinizagdo.

Apenas

Junto com

Junto com V. Junto com

M.viclaceus V.neoglutinosa neoglutinosae  P.pentagona
P. pantagona
AE
> 0,05 Maio
> 0,05 < 0,01 Jutho
> 0,05 < 0,01 > 0,05 Agosto
> 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 Dézembro
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Tabela 1.4. Analise de Variéncia nao-paramétrica por Kruskal-Wallis (Zar, 1996) da
producdo total de sementes férteis em amostras de 50 frutos de Melocactus
violaceus, sendo um conjunto obtido a partir de autopolinizagao espontanea (AE) e
quatro em condigdes naturais.

AMOSTRA Soma dos "Ranks”
AE 4527.0
Maio 4980,5
Jutho 8127.,5
Agosto 7720,5
Dezembro 6019,5
Kruskal-Wallis Graus de liberdade
39,58 p<0,01 4

Tabela 1.5. Matriz dos niveis de significAncia das diferencas detectadas pelo teste
de Tukey nao-paramétrico (Zar, 1996), entre a producdo total de sementes férteis
nas amostras de frutos de Melocactus violaceus obtidos a partir de autopolinizagao
esponténea (AE) e em condigbes naturais de polinizagao.

Apenas Junto com Junto com V. Junto com
M.violaceus V.neoglutinosa neoglutinosae P.pentagona
P. pentagona
AE
> 0,05 Maio
< 0,01 < 0,01 Juiho
< 0,01 < 0,01 > 0,05 Agosto

> 0,05 >0,05 0,05<p<0,01 >0,05 Dezembro
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Figura 1.1. Baccharis dracunculifolia. Capitulo. a: o em flor (] =5mm); b: @ em flor (] =5mm); ¢: ¢ em fruto ( J=4mm).
Augochloropsis cupreola d: no capitulo o (] =16mm); e: no capitulo ¢ (§ =12mm). Omidia obesa f: no capitulo o (] =18mm);
g: no capitulo @ (}=14mm). Polistes suberosa h: no capitulo @ (| =10mm). Apis mellifera i: no capitulo o (] =18mm). Plebeia
mosquito j: no capitulo o e Hemiargus hanno k: no capitulo o (] =16mm).




Figura 1.2. Erotheca candolleana. a: flor recém aberta e botdo (sefa) prestes a abrir (] =7mm); b. flor com as pétalas
reflexas, antes de expor os estigmas (] = 6mm); ¢: corte longitudinal da flor, mostrando o local (seta) onde o néctar se
acumula (] = 6mm); d: gineceu com o estilete inclinado e os ramos do estigma fechados e nectario (seta) na base do calice
(1 = 6mmy); e: flor com os ramos do estigma abertos e os estames murchos, com nectarios extranupciais (seta) na base do
célice (] = 4mm); f: ovario com o estilete dessecado 72 horas depois da polinizagéo (] = 4mm); g inflorescéncia portando
flores em diversos estadios de antese (= 6mm).
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Figura 1.3. Variagbes em eventos florais de Eriotheca candolleana ligadas a idade da flor. A. redugdo do
diametro externo da flor ao nivel da fauce; B: retragéo do nivel das anteras em relagéo ao receptaculo; C: angulo
dos estigmas em relagéo ao eixo do estilete; D: Diagrama de Box-Whisker para os dados brutos de massa de
néctar produzida nas fases receptiva e néo receptiva dos estigmas.
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Figura 1.4. Eriotheca candolleana. Pélen germinando no estigma e fubos polinicos (seta) penetrando no estilete, seis horas
ap6s a polinizagao (] =70pm). a: autopolinizagdo; b: polinizagdo cruzada, com tubo polinico. Tubos polinicos (seta)
crescendo no estilete 24 horas apés a polinizagdo (] =70um). c: autopolinizagéo; d: polinizagdo cruzada. Tubo polinico (seta)
chegando ao saco embriondrio 72 horas apds a polinizagéo ( | =30um): e: autopolinizagéo; f: polinizagéo cruzada.




Figura 1.5. Eriotheca candolleana. Ovulo (| =35um): a: saco embrionario indiferenciado apés a abertura da flor; b: saco
embrionério diferenciado, 34 horas apés a abertura; ¢: zigoto de autofecundagdo, sem ndcleos do endosperma, 72 horas
apds a polinizagdo; d: zigoto (seta) de fecundacéo cruzada, com nucleos do endosperma (dupla seta), 72 horas apds a
polinizag@o; e: zigoto se degenerando (seta), 6 dias depois da autopolinizag@o, com nicleos do endosperma (dupla seta);
f: pro-embriéio (seta), 7 dias ap6s a polinizagéo cruzada, formado por uma célula apical e outra do suspensor.




Figura 1.6. Eriotheca candolleana. Visitantes na fase o da flor. {focopa brasilianorum (| =15mm), b: Megachile sp
(seta, §=15mm) e c¢: Exomalpsis fulvopilosa (}=10mm) forcando o apice do botdo; d: X brasilianorum (] =15mm),
e: Megachile sp (J=15mm) e f: E. fulvopilosa (} =10mm) coletando pdlen; g: X brasilianorum (§ =10mm) e X ordinaria
(} =25mm) tomam néctar no botfio, proximo ao calice, através do espaco entre as pétalas; i: Trigona spinipes, em
recrutamento, perfurando um botéo (seta, | =10mm).




Figura 1.7. Eriotheca candolleana. Visitantes na fase ¢ da flor. a: Megachile sp (] =10mmy); b: Xylocopa ordinaria (] =10mm);
¢: Centris fuscata (] =10mm); d: Pterourus scamander grayi (} =15mm); e: Polygonus leo leo (] =18mm); f. Polythrix
octomaculata octomaculata (| =20mm); g: Coereba flaveola (| =30mm); h: Amazilia lactea (] =10mmy); i: Eupetomena
macroura ( ] =30mm).



Figura 1.8. Melocactus violaceus. a: dois individuos em fase reprodutiva ( | =35mm); b: brotamento aéreo (seta) em individuo
senil (] =20mm); c: flores em diferentes estadios de antese, com perigdnio aparente na superficie do cefalio (| =1,7mm); d:
trés perfilhos, com sistema radicular comum ( | =24mm); e: cefalio sem os pélos, expondo botdes (setas) em diferentes fases
(}=4mm); . flor aberta, com estilete recurvado dentro da camara nectarifera e os ramos do estigma (seta) fechados

() =1.4mm), g: estilete alongando e ramos do estigma (seta) abrindo (] =1,4mm); h: estilete alongado e ramos do estigma
(seta) abertos (] =1,4mm).

i
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Figura 1.9. Dinamica da secregéo de néctar em fungdo da idade da flor em trés espécies de plantas que
oferecem recurso simultaneamente a uma guilda de beija-flores, do inicio de agosto ao final de outubro, numa
area de vegetacdo de restinga, no litoral sul do Espirito Santo.
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Eriotheca candolleana

Melocactus violaceus
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Figura 1.10. Variagéo da concentragéo do néctar acumulado ao longo do periodo de duragéo das flores de
Eriotheca candollena, Melocactus violaceus, Passiflora pentagona e Vriesea neoglutinosa.



Figura 1.11. Melocactus violaceus. a: pélen germinando no estigma seis horas ap6s a abertura da flor com tubos polinicos
(seta) penetrando nos ramos do estigma (] =70um); b: tubo polinico (seta) crescendo no estilete seis horas apds a
germinacéo (=70um); c¢: tubos polinicos (seta) chegando ao apice do ovario de 36 a48 horas apoés a germinagéo
(I =70pm); d: tubo polinico (seta) alinhado com o funiculo 60 horas ap6s a germinagéo (| =70um). e: tubo polinico (seta) na
micrépila do évulo em 72 horas apés a germinagéao (] =70um); f: tubo polinico (seta) alcangando o saco embrionario 72 horas
ap6s a germinacao (] =30um).




Figura 1.12. Melocactus violaceus a: Gvulo com saco embriondrio indiferenciado na abertura da flor(] =70um). Ovulo
fecundado (] =35um). b: zigoto (seta), trés a quatro dias apés a autopolinizagdo; ¢: pré-embrido com uma faixa de trés
células (seta), cinco dias apos a autopolinizagéo; d: divisdo anticlinal da célula apical do embrido (dupia seta) e um suspensor
com duas celulas (seta), sete dias apos a autopolinizacéo; e: zigoto e endosperma se degenerando (seta), nove dias apés a
autopolinizagéo ; f: embrifio com as células apicais integras (dupia seta), com o suspensor (seta) e o endosperma se
degenerando 11 dias apos a autofecundacgéo.



Figura 1.13. Passiflora pentagona. a: Estiletes fechados (seta) no inicio da antese (] =10mm); b: corte longitudinal da flor
mostrando o nectario(n) abaixo do opérculo(c), 0 androginéforo(a) e a corona(c) (] =3mm); ¢: estames e estiletes no maximo
da deflexdo, apés a abertura da flor (| =10mm). Vriesea neoglutinosa. d: individuos na vegetagsio de restinga (} =10cm); e:
corte longitudinal da flor mostrando o local (seta) de acimulo de néctar (| =12mm). Nivel do estigma (seta) em relagdo ao

das anteras: f: um pouco abaixo (| =7mm); g: ao nivel (] =6mm); h: acima (barras7mm)
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Figura 1.14. Variagbes em medidas florais, ligadas a idade da flor. Passiflora pentagona. A: deflexdo dos

estiletes; Vriesea neoglutinosa. B:altura da fauce, C: altura do nivel das anteras, D: altura do nivel do estigma.
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Figura 1.15. Passiflora pentagona. Tubos polinicos (] =70um). No estilete. a: 18 horas apés a autopolinizacdo, com
intumescimentos irregulares (seta); b: regulares, 8 horas apéds a polinizagao cruzada (seta). Chegando no ovério. ¢: 48 horas
depois da autopalinizagéo, com intumescimentos (seta) e desorientacdo de crescimento; d: regulares (seta), 24 horas apés a
polinizag@o cruzada. Na placenta. e: entre 48-72 horas depois da autopolinizagio, sem penetrar na micrépila (seta); f:
penetracéo dos 6vulos (seta) entre 24-36 horas depois da polinizag@o cruzada.




Figura 1.16. Passiflora pentagona. Ovulo (1 =35um). a: saco embrionéario diferenciado (seta), frés horas apéds a abertura da
flor; b: tubo polinico (seta) chegando ao saco embrionario, 24 horas ap6s polinizagdo cruzada; ¢: ndo fecundado 36 horas
apos autopolinizagdo, com um descolamento (seta) entre os tegumentos; d: zigoto (seta) 48 horas apds polinizagdo cruzada;
e: degenerado sem fecundagéo, 60 horas apds autopolinizagéo, com os tegumentos e o nucelo j& descolados, e necrose no

saco embrionério; f: zigoto (seta), 60 horas apés polinizacéo cruzada.



Figura 1.17. Passiflora pentagona. Diagrama da posi¢do dos estigmas (e) e das anteras (a), em relacdo a silhueta de uma
abelha e um beija-flor. a: estigma (e) em posicéo favoravel a polinizagéo por beija-flor ( | =15mm); b: estigma (e) em posicédo
favoravel & polinizagéo por abetha (| =15mm); ¢: X. brasilianorum, contactando anteras { I =10mm); d: Amazilia fimbrata
fimbriata contactando anteras (| =22mm). Melocactus violaceus: e: Amatzilia fimbriata com pélen (seta) no bico (] =23mm);
Vriesea neoglutinosa: f: Polytmus guainumbi tocando, simultaneamente, anteras e estigma com o topo da cabeca, enquanto
toma néctar na flor (] =30mm).



CAPITULO I

TERPENOS FLORAIS E SEU PAPEL NA POL!N!ZA_.C;AO DE
Baccharis dracunculifolia (ASTERACEAE)f

Resumo

Neste frabalho investigamos a importancia de volateis florais na detérminagéo de padrbes
horarios de visita de insetos as flores de Baccharis dracunculfifolia. Esta éspécie & um arbusto
didico, cuja polinizagio envolve abelhas, moscas e vespas. As diferengas intersexuais no perfil de
volateis foram significativamente associadas aos padrdes horarics de visitéc;éo. Hidrocarbonetos

sesquiterpénicos foram correlacionados as abelhas sociais nativas que forragearam apenas nos

capitulos masculinos. Monoterpenos oxigenados foram associados a presenca das abelhas
solitérias nas inflorescéncias masculinas e femininas, enquanto os alcoois sésquiterpénicos foram
associados & presenga de abethas solitérias e de moscas em ambos 0% capétijlos, A atividade fioral
das vespas ndo apresentou correlac@o significativa aos volateis ﬂoraiés. Apesar da baixa
similaridade intersexual na constituicdo dos aromas, ha sinais volateis comuns que atraem alguns

dos visitantes para ambas as inflorescéncias.

Abstract

In this paper, we have investigated the importance of floral volatiles in determining the
hourly visitation patterns of insects to the flowers of Baccharis dracunculfifolia. This is a dicecious
shrub, in which pollination involves bees, flies and wasps. Intersexuat diﬁeﬁénces between scent
profiltes were significantly associated with hourly visitation patierns. Sesqui{érpene hydrocarbons
were mainly correlated with native social bees that foraged only on male é'capitula. Oxygenated
monoterpenes were associated with the presence of solitary bees in male and ;female inflorescences
while sesguitepene alcohols were associated with the presence of solitary bees and flies in both
capitula. The floral activitiy of the wasps had no significant carrelation with floral volatiles. Despite
the relatively low overall intersexual floral scent similarity, someg common vdlatile signs grant that

some of the floral visitors are driven to both to both sexual morphs.

! Trabatho apresentado segundo as normas da revista Functional Ecology
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INTRODUGAO

A dioicia ocorre em cerca de 6% das espécies das angiospermas (Renner &
Ricklefs, 1995), tendo evoluido em diferentes familias sem Eigé@ées filogenéticas
entre si. Este padrdo de distribuicdo sugere que a dioicia teve .;origem polifilética,
como um carater derivado gue se originou a partir de populagzées endogamicas
autocompativeis (Richards, 1997). ;

Se por um lado a separacdo entre os 6rgédos reprodutivos masculino e
feminino em diferentes genetas garante a xenogamia em uma @opuiagéo vegetal,
por outro ela torna estas plantas dependentes de servigos de polinizagdo. Os
mecanismos envolvidos nesta transferéncia de polen podem? variar desde o0s
abioticos, entre as plantas polinizadas pelo vento ou pela agua, afté 0s bioticos, nos

quais a entomofilia pode se apresentar com diferentes niveis -de especializacao
(Bawa, 1980; Renner & Feil, 1993; Bawa, 1994), |

Os relatos sobre o sistema de polinizag@o de espécies vegetais didicas tém
indicado que a entomofilia € sustentada por um conjunto de eventos que causam
similaridade entre as flores dos dois morfos sexuais. Estas semelhancas levam a
polinizagdo por engano, ou devido ao mimetismo entre os morfos t;uanto a oferta de
recurso, ou a inexperiéncia dos visitantes (Little, 1983). Os odores florais também
tém sido relatados como fatores de semelhancga entre os morfos cuja importancia
Tollsten & Knudsen (1992) demonstraram recentemente no sis’te{na de polinizagéo
de espécies entomdfilas didicas de Salix (Salicaceae). |

Ao contrario do que se espera para uma especie didica, Baccharis
dracunculifolia, um arbusto pioneiro de vegetagdo aberta e de borda de mata,
apresenta uma composicao de terpenos florais diferente entre o:;s morfos sexuais,
compensando a variagdo de mono- e sesquiterpenos aoc longo db dia (Ferracini et
al., 1995). |

Este fato permite levantar algumas perguntas sobre o funcionamento de seu
sistema de polinizagdo € sobre a influéncia que o perfil de terpends possa ter como
sinalizagao para os visitantes fiorais. Neste estudo, investigamos a importancia dos

volateis florais na determinacio dos padrdes de visitas aos capitulos, assim como

suas conseqliencias para a polinizacao de B. dracunculifolia.
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MATERIAIS E METODOS

Padrbes de Visitagao

O trabalho de campo foi realizado em novembro de 1994, em populactes de
B. dracunculifolia espontdneas em areas abertas do campusf da Universidade
Estadual de Campinas - UNICAMP, e em bordas de um fragmenté (250 ha) de mata
mesoéfila semidescidua, a Reserva Municipal Mata de Santa Génebra. Ambas as
areas sa0 da regido de Campinas (22°26'S e 47°06'W), SP.

As observagdes sobre a visitag8o floral incluiram o period’b de abertura e o

tempo de duragdo das flores e a coleta, a identificagdo e o registro do

comportamento de forrageio dos visitantes. Os padrbes horarios e:ie visitacdo foram
caracterizados pelo periodo do dia em que individuos de caéa espécie foram
observados nos capitulos e foram fomados como indicadores de resposta dos
visitantes aos sinais volateis da flor. Estes dados foram obtidos em intervalos de

uma hora, no periodo de 07:00 a 14:00h.

Extracao, Andlise e Identificagio dos Volateis Florais

Para a extracdo dos volateis florais foram utilizadas dez inflorescéncias em
cinco individuos de cada morfo, perfazendo 50 capitulos mascu!inéos e 50 femininos
(cerca de 1g), coletados em intervalos horérios de 07:00 as 13:0;0h, em novembro
de 1994. Cada uma das 14 amostras de inflorescéncia, sete paé’a cada morfo, foi
submetida a hidrodestilagdo com 40mL de agua desionizadaég por amostra. O
destilado foi extraido trés vezes com 7ml. de acetato de etila. O%ﬁéieo essencial foi
obtido apos a secagem da fase organica em sulfato de sodio aniftiro e evaporacaoc
do solvente a vacuo.

A cromatografia gasosa (CG) analitica de alta resolug;éo? foi realizada em

cromatografo a gas HP-5970 com detector de ionizagao de chama; (DIC), em coluna
capilar de silica fundida DB-5 J&W Scientific (25m x 0,2mm x O,?@um). Para fins de
integracéo dos picos, o aumento da temperatura da coluna fo§ programado em
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20°C/min, entre 55-120°C; em 1,5°C, entre 120-150°C e em ZO‘fC/miﬂ, entre 150-
180°C. As temperaturas do injetor e do detector foram de ?}210"0 e 280°C,
respectivamente. O hidrogénio foi utilizado como gas de arraste?; a uma razdo de
fluxo de 30ml/min, no modo split. O volume de injegao foi de 1 ui_ de uma solugao
do dleo essencial em acetato de etila (1:3). O sinal eiétrico obtido pela integracéo da
deteccdo de cada composto nio foi corrigido pelo respectivo faté:)r de resposta do
detector para o calculo das proporgdes das substancias na amostr§a.

Na andlise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) foi utilizado o sistema HP-5890/5970, formado por um cfomatégrafo a gas
acoplado a um espectrémetro de massas. A coluna capiiar de silicia fundida utilizada
foi uma DB-5 J&W Scientific (30m x 0,25mm x 0,25um). O gas de arraste foi 0 hélio
e 0s programas de temperatura da coluna foram os mesmos utilizados na CG

analitica. Os espectros de massas foram obtidos a 70eV, a uﬁwa velocidade de
varredura de 0,84 scan/seq, na faixa de m/z 40-500.

Os Indices de Retengéo (IR) foram obtidos a partir dos tempos de retencéo
dos componentes da amostra e de uma mistura de n-alcanos er;tre C11-C30, co-
injetados no sistema de CG-EM com um programa de tempe*;;ratura da coluna
aumentando 2°C/min, entre 105-280°C. O calculo dos IR foi ;feito através da
equagao de Van der Dool & Kratz (1963): |

wl-mm——)HOOn onde

R=(100. An.

An = diferenga do nimero de carbonos dos dois n-alcanos que eiuem antes e
depois da substancia analisada -

Ts = tempo de retencdo da substancia analisada

Tn =tempo de retencéo do n-alcano que elui antes da substancra analisada

Tn+1 = tempo de reteng&o do n-alcano que elui depois da substanc;a analisada

n = numero de carbonos do n-alcanc que elui antes da substancna analisada

A identificacao dos componentes do Oleo essencial foi fe;ta; com base na co-
injecao de padrbes comerciais, sintetizados ou previamente isdiados nas partes
vegetativas de B. dracunculifolia (Queiroga et al, 1990, Loayzéa et af, 1995) e
caracterizados pelos espectros no infra-vermelho e de ressor}énc%a magneética
nuclear (RMN) de 'H e "*C. Além disto, foram realizadas comparégées dos indices
de retencao obtidos com os disponiveis na literatura (Adams, 1995) e dos espectros
de massa com os arguivos da biblioteca espectral WiEey/NBS gue compde ©
sistema CG-EM. |
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A Analise Multivariada dos Dados

Dois conjuntos de dados foram submetidos & andlise de agrupamento. Um
deles foi constituido por todos os terpenos isolados dos ; capitulos de B
dracunculifolia e o outro foi formado pela organizacéo desses ;terpenos em seis
grupos, segundo o seu indice de retengao e caracteristicas moliecuiares gerais. A
andlise de agrupamento foi baseada numa matriz de distancia métrica de Canberra
e 0 método de ligagao foi 0 de Média de Grupo (Sneath & Sokal,: 1973), realizados
no programa FITOPAC, desenvolvido pelo Dr. George J. Shepherﬁ, da Unicamp.

Os compostos terpénicos foram agrupados segundo c.:ritéri;os de similaridade
estrutural e foram utilizados como uma matriz de variaveis ambi_entais para testar

sua influéncia sobre os padrdes horérios de visitagdo. Uma avaliagdo exploratéria

desta matriz foi realizada pela Analise de Correspondéncia (CA) i_e pela Andlise de
Correspondéncia Distentida (DCA), para medir o gradiente em tc}rno dos eixos em
unidades de desvio padrao (ter Braak,1987; ter Braak & \Niertz;f 1994) realizadas
pelo programa CANQCQO, verséo 3.10.

A selecBo dos grupos de terpenos foi feita primeiro, cbm base em sua
importancia marginal e, segundo, em sua importancia condécionét para explicacdo
da inércia total da matriz de visitacao (ter Braak & Verdoéﬂschot, 1995). A
associacao entre os grupos de terpenos e os padrbes horénos; de visitagdo aos
capitulos foi testada atraves da Analise de Correspondéncia Cénénica (CCA). A
selecao das variaveis ambientais e a CCA foram realizadas utiiiéando 0 programa
CANOCO, versao 3.10, sendo que o nivel de significénicé de ambas foi
estabelecido pelo teste de permutagdo de Monte Carlo (ter Braakf, 1988; ter Braak,
1990). :
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RESULTADOS

Padrbées de Visitagao

A abertura das flores comega por volta das 06:00h. Um odor adocidado,
semelhante ao de mel, e exalado pela inflorescéncia masculina desde a abertura
das flores, sendo fraco no inicio e atingindo o maximo de sua intensidade entre
10:00 e 13:00h. A inflorescéncia feminina ndo apresenta odor perceptivel até o
periodo entre 11:00-12:00 h e, dai em diante, passa a exalar um édor similar ao da
masculina, porém menos intenso. :

Os insetos que forrageiam na inflorescéncia masculina utiiizam pblen elou

eventualmente néctar e recebem pdélen nas cerdas das pernas e ??do abddémen. Os
insetos que tambeém visitam as inflorescéncias femininas tocam os estigmas com as
partes de seu corpo que estdo sujas de polen e realizam a polinizagéo.

Os padrbes horarios de visita dos insetos as flores (Tab. 2.1) sao
caracterizados pela segregacdo de dois grupos de visitantes. Um deles ¢é
predominantemente constituido por insetos solitarios, e o outro pc%r insetos sociais.
Entre os solitarios estdo os que visitam ambas as inflorescéncias, enguanto 0s
sociais se limitam aos capitulos masculinos. '

As abelhas solitarias Augochloropsis cupreocla e Paraoxyétogiossa jocasta
(Halictidae) visitam as flores masculinas e femininas entre 03:00 e 09:00h e
permanecem em atividade até as 12:00h. As visitas aos capitulos masculinos duram
até dez segundos, enquanto nos femininos, as visitas duram, ng maximo, quatro
segundos. Nos capitulos masculinos, estas abelhas usam as péﬁes bucais para
comprimir ou romper o tubo formado pelas anteras e coletam o péien com S pares
de pernas medianas e dianteiras.

A vespa Polistes suberosa (Vespidae) e a mosca Omidia obesa (Syrphidae)
tambeém visitam as flores dos dois morfos desde as 07:00h até as 13:00h, sendo
que O. obesa ¢ mais freqliente entre 11:00 e 12:00h. Estas duas espécies se
alimentam apenas de pélen. As visitas de O. obesa duraram até 30 segundos nos

capitulos femininos.
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As abelhas sociais nativas Plebeia mosquito, Tetragonisca angustula e
Trigona spinipes (Apidae) foram vistas apenas nas flores mascuiiﬁtas. Visitam flores
entre 09:00 e 11:00h e forrageiam até as 13:00h. A espécie s%:)ciaE exotica Apis
meliifera (Apidae) visita principalmente flores masculinas deé;de 07:00h, mas
também foi vista nas flores femininas entre 11:00 e 12:00h. As abelhas sociais
retiram polen, usando as partes bucais para comprimir o tubo formado pelas

anteras.

A Composigéo do Oleo Essencial

Os compostos no oleo essencial de B. dracunculifolia s&o mono- e

sesquiterpenos, compreendendo 75 substéncias organizadas igem seis grupos
principais (Tab. 2.3). Das 75 substancias do dleo essencial, 21 (28%) foram
identificadas. Muitas ocorrem apenas como tragos na composicéo do éleo, enquanto
cerca de 15 compostos contribuem com 50-60% da massa total ex;traida. Os alcoois
sesquiterpénicos representam o grupo majoritario, sendo o nerc%)iidol o0 composto

mais abundante. _
A variacao percentual horaria de cada um dos grupos (Tab.§_2.2), associada a

massa {otal extraida, evidencia que a produgdo de terpenos ocorfe em pulsos, em

cada morfo, que se alternam de maneira complementar (Fig. 2.1, 2;;2).

A Relag@o enire Terpenos e 0s Padrdes de Visitagao aos Capituioé

Na andlise de agrupamento que considerou todos §Js 75 terpenos
isoladamente, as ligagdes mais préximas ocorreram, mais comumente, entre as
amostras horarias de um mesmo morfo (Fig. 2.3A). Mesmo depoisida reorganizacio
destes compostos em seis grupos, a semethanca Continuoui maior entre as
amostras de um mesmo morfo. No respectivo dendrograma (Figj? 2.3B), niveis de
ligacdo proximos a 0,20 ocorreram apenas duas vezes entrgse amostras dos

diferentes morfos.
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Dos seis grupos de terpenos, apenas trés tiveram particébagéo significativa
(p<0,05) sobre a variagdo dos padrbes de visitagdo aé‘.)s capitulos: ©0s
hidrocarbonetos monoterpénicos (A), os monoterpenos oxégenadés (B) e os alcoois
sesquiterpénicos (D) que, apesar de majoritarios, explicaram; apenas 13% da
variancia total da matriz de visitantes (Tab. 2.4). Mesmo diﬁante da pegquena
similaridade no perfi de terpenos entre os morfos, os reféridos grupos de
compostos deram uma contribuicdo altamente significativa (Tab.§2.5) para explicar
0s padroes de visitagdo (Tab. 2.1) aos capitulos de B. dracunculifolia.

Esta influéncia foi marcante em relagao as abelhas éociaés nativas P.
mosquito, T. angustula e T. spinipes que forrageiam apenas nas inflorescéncias
masculinas. A naoc ser T. spinipes, cujo padrao de atividade a;presentou alguma

correlagao aos monoterpenos oxigenados, a atividade dessas trés espécies foi

fortemente associada aos hidrocarbonetos monoterpénicos (Fié. 2.4). Os teores
desses compostos nas flores femininas foi cerca de dez vezeéis menor gue nas
masculinas, nas quais 0s niveis mais altos foram detectados entr%e 10:00 e 12:00h.
Neste periodo, a producdo de hidrocarbonetos monoterpénicos nos capitulos
femininos caiu para zero (Fig. 2.1). As abelhas sociais nativas@i nao foram vistas
forrageando ou visitando flores femininas, apesar de outros sinéis volateis, como
monoterpenos oxigenados ou alcoois sesquiterpénicos que sao produzidos pelos
dois morfos (Fig. 2.1, 2.2).

Os visitantes que polinizaram as flores femininas de B. dracunculifolia s3o as
abelhas A. cupreola e P. jocasta, a vespa P. suberosa e a mos;ca 0. obesa, que
tiveram sua atividade nas flores associada principalmente a@s monoterpenos
monoxigenados e pelos alcoois sesquiterpénicos (Fig. 2.4A). |

Analisando os dois primeiros eixos candnicos, A, cupréo!a e F. jocasta
apresentaram pouca correlacao aos trés grupos de terpenos. Eﬂtr?atanto, guando foi
incluida a contribuicdo do terceiro eixo candnico, a atividade dessas abelhas
mostrou uma pequena correlagdo aos monoterpenos oxigenados e aos Alcoois
sesquiterpénicos, respectivamente (Fig. 2.4B). '5

A atividade floral de O. obesa foi fortemente correlacionada aos alcoois

sesquiterpénicos, grupc de compostos majoritarios em ambos og morfos e 0 mais
abundante no capitulo feminino (Fig. 2.2). P. suberosa foi ordenéada numa posicao
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oposta aos vetores dos grupos de terpenos, nao indicando nenhuma resposta muito

ligada a qualquer um deles (Fig. 2.4).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Unidades florais pequenas e esverdeadas como as de B. dracunculifolia, com
escassa produgdo de néctar, sdo comuns em muitas espécies arbéreas didicas
tropicais (Bawa, 1990). Como nestes casos o polen esta restrito a um dos morfos, a
motivacao para visitas as flores de ambos relaciona-se a sinais comuns entre eles,
reforcando a ideia de mimetismo intersexual (Little, 1983). Os odores florais, em

casos como este, também sdo apontados como componentes importantes na

semelhanga intersexual de espécies didicas entomdfilas (Bawa, 1980; Wilson &
Agren, 1989).

As variagbes entre a razao mono- / sesquiterpenos nos moi’fos (Ferracini et
al., 1995) indicam que os perfis de volateis desta espécie repreéentam mais um
componente do dimorfismo sexual. De fato, os niveis de ligaggo obtidos pela analise
de agrupamento entre as amostras horarias de B. dracunculifolia (Fiig. 2.3) mostram
similaridade intersexual baixa, a ponto de se aproximarem dos r{fveis de ligagéo
encontrados por Tollsten e Knudsen (1992) para os morfos das aspécies didicas de
Salix, cuja polinizacdo é predominantemente abittica.

Padrbes de diferenciagdo de odor floral sdo relatados entre especies de
Apiaceae do género Angelica (Tollsten ef al, 1994) e entre populacdes numa
especie monoica de Conopodium (Tolisten & Qvstedal, 1994); e em nivel infra-
especifico em Pyrolaceae, no complexo Pyrola rotundifolia (Knudsen, 1994). Em
todos esses casos, a diferenciagdo quanto aos polinizadores é proposta como
resposta ao perfil diferenciado de volateis, sendo reforgada a éidéia de que a
polinizagio ocorre entre os individuos de um mesmo quimiotipo (Knudsen, 1994;
Tolisten & @vstedal, 1994; Tollsten ef al., 1994). :

Como a atividade dos visitantes de B. dracunculifolia foi significativamente
associada aos terpenos florais (Tab. 2.5, Fig. 2.4), é possivel que, mesmo neste
nivel de diferenciagdo quanto aos volateis florais, ainda ha sinais quimicos que

direcionam os visitantes a ambos 0s morfos.
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A atividade das abelhas sociais nativas representou uma éombinag:éo linear
com a liberacdo de hidrocarbonetos monoterpénicos. Mas isto héo significa que
sejam insensiveis a mono- ou a sesquiterpenos oxigenados. O linalool e o geraniol,
por exemplo, dois alcoois monoterpénicos isolados em B. dracunc%ulifolia (Tab. 2.2),
sao isébmeros do nerol, um feromdnio de alarme isolado de T}'igona fulviventris
{Johnson & Wiemer, 1982). A atracdo em diregéo a iscas qufmicés, acompanhada
de recrutamento, € um dos componentes tipicos do comportameéto de alarme em
Trigona (Blum et al., 1970, Johnson, 1980; Johnson et al., 1985). |

Esta associacao entre os hidrocarbonetos monoterpénicos e as abelhas
sociais parece ser um tipo de resposta de forrageio, déscriminatéréa em relacdo a
localizagdo do recurso floral. Situagdo similar foi descrita para A?is mellifera, cujo
comportamento de forrageio afetou significativamente a produgéo de sementes em

cultivares de girassol Helianthus annus (Parker, 1981; Freund & Furgala, 1982),
estando associado ao fato desta abelha ser capaz de discriminar 0s perfis quimicos
de volateis florais entre diferentes gendtipos e estadios florais {;iesses cultivares
(Pham-Delegue et. al., 1989). "

A associag3o feita por um visitante entre qualquer sinal floral e algum recurso
existente na flor representa a motivagdo mais efetiva da interacéo de flores e
animais (Waser et al., 1996). A capacidade discriminatoria pode réStrigir a atividade
das abelha sociais aos capitulos do morfo masculino, pelo fato dos; hidrocarbonetos
monoterpenicos aparecerem primeiro neste morfo, levando a uma :3associagéo entre
0s sinais volateis e o polen. Devido a isto, a participagdo deste grupo de insetos na
polinizagdo de B. dracunculifolia é fortemente limitada. :

Em fungéo dos sinais volateis, as abelhas sociais localizam primeiro o morfo
masculino e, como uma das caracteristicas do habito social erﬁtre abelhas € o
forrageamento em grupo (Roubik, 1989), elas permanecem nesta fonte de recurso,
recrutando co-especificos enquanto houver polen nas flores. Sitizagées similares
foram descritas para A. mellifera, cujo forrageamento levou a éubdivisées bem
restritas de sitios de forrageio, tanto em meio a canteiros experimentais, como em
formacgbes vegetais naturais (Handel, 1983).

O padrdo de visitas de O. obesa manteve correlagdo bastante consistente
com os alcoois sesquiterpénicos. Este sinal quimico pode contoﬁhar um eventual

desestimulo pela falta de recurso nas flores femininas, pois, assim como outros
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sirfideos, os adultos desta espécie de mosca alimentam-se primériamente de pdlen
e néctar (Haslet, 1989a,b; Thompson, 1991). Como 0s siﬂidéos s80 altamente
dependentes de recursos florais, sua participagdo na poliniézagéo de plantas
predominantemente generalistas, como em espécies de Apia@:eae dos géneros
Thaspium e Zizia (Lindsey, 1984), foi associada a odores adocicados, como o de B.
dracunculifolia. _

Considerando os outros grupos de insetos que poiinizarﬁ B. dracunculifolia
por visitar ambos os capitulos, a mediagdo quimica das interég;ées envolvendo
halictideos e vespas néo foram suficientemente investigadas. No caso da vespa P.
suberosa, a atividade floral ndo apresentou correlagdo expressiva com os volateis
florais, pela contribuicdo do primeiro eixo canénico da CCA (Fig. 2.4A). E possivel,
inclusive, que suas visitas ao capitulo feminino sejam motivadas pela utilizagao das

cerdas do pappus, e ndo por algum sinal quimico ou outro eventual recurso floral.

Entre os halictidos, A. cupreola e P. jocasta demonstram pequena
associagdo com monoterpenos oxigenados e com 0s alcoois seé.quiterpénicos. No
que diz respeito a ecologia quimica, existem poucos dados sobre os feroménios
sexuais (Smith et al, 1885) e a composicdo da secregido da gldndula de Dufour
(Hefetz ef al, 1986) de halictidios. Isto constitui uma limitaco épara a correlagédo
com uma eventual mediagao quimica nas interagdes em que parti¢ipam.

Finalmente, é possivel concluir que as visitas de insetos as flores de B.
dracunculifolia ndo séo aleatorias em relacdo aos volateis florais que, ac contrario,
estéo significativamente os padroes horarios de visitagdo. O nivel de similaridade é
baixo entre o perfil de terpenos das amostras horarias dos dois morfos, para que
fosse caracterizado mimetismo quimico entre os morfos. Apesér disto, ha sinais

quimicos que atraem os visitantes a ambas as flores.
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Tabela 2.1. Padrbes horarios de visitagdo de insetos as inflorescéncias

masculinas e femininas de Baccharis dracunculifolia

Amostra Apml Aucu Orob Pajo Plmo Posu Tean Trsp

MO7 1 0 0 o 0 1 o - 0
FO7 0 0 1 0 0 1 0 0
M08 1 1 0 o 0 1 0 0
FO8 0 0 0 o 0 1 o - 0
M09 1 1 0 0 0 0 0 1
F09 0 1 0 1 0 1 0 0
M10 1 1 0 1 0 1 1 1
F10 0 1 0 1 0 1 0 0
M11 1 1 1 1 1 0 1 1
F11 1 1 0 1 0 0 0 . 0
M12 1 1 1 1 1 1 1 1
F12 1 1 1 1 0 1 0 0
M13 1 o 0 0 1 0 1 d
F13 0 0 0 0 0 1 0 0

Legenda: Apmi Apis meflifera; Aucu: Augochloropsis cupreola, Orob: Ornidia ébesa; Paia:
Paraoxystoglossa jocasta; Pimo: Plebeia mosquito; Posu: Palistes suberosa; Tean: Tefragonisca
angustula, Trsp: Trigona spinipes; M: masculino, F: feminino

Tabela 2.2. Percentual dos grupos de terpenos florais nos ;_cap:'tuios

masculinos e femininos de Baccharis dracunculifolia.

Amostra A B C D E - F
MO7 0,28 0,91 4 81 76,53 14,90 : 2,57
FO7 0,00 0,00 0,00 100,00 0,00 © 0,00
MO8 0,00 0,45 2,73 71,69 612 . 4728
FO8 0,14 0,36 361 40,75 1869 = 066
M09 0,47 1,88 8,62 70,13 1374 - 511
FO9 0,00 0,00 7,71 82,92 937 . 000
M10 0,51 0,64 3,99 81,19 1154 - 1,00
F10 0,00 0,00 0,00 91,75 703 . 000
M1 5,01 0,00 0,00 94,90 000 0,00
£11 0,00 1,21 217 67,17 1339 0,00
M12 2,09 0,29 11 24 77,03 9,55 0,53
F12 0,00 0,00 0,00 100,00 000 - 000
M13 0,96 0,64 3,02 87,10 829 000
F13 0,00 0,49 32,10 4873 16,72 = 0,00

Legenda: A: hidrocarbonetos monoterpénicos; B: monoterpenos oxigenados; C: hidrocarbonetos
sesquiterpénicos; [ &lcoois sesquiterpénicos; E: didis sesquiterpénicos; - cetonas e epéxidos
sesquiterpénicos, M: mascuiino, F: feminino :
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Tabela 2.3. Compostos terpénicos identificados nas inflorescéncias masculinas e

femininas de Baccharis dracunculifolia.

Compostos Método de Identificagdo  indice de Retengéo
Grupo A
Hidrocarbonetos monoterpénicos
o-pineno IRpe, EM 1126
a-terpineno IRb , EM - MTT
Grupo B:
Monoterpenos oxigenados .
linalool IRb, EM 1222
a-lerpineol IRb , EM 1295
geraniol IRpe, EM © 1325
Grupo C:
Hidrocarbonetos sesquiterpenicos :
p-cariafiteno IRpc, EM 1475
aromadendrenc IRpc, EM 1495
humuleno iRpc, EM 1505
alloaromadendreno IRpc, EM - 1508
B-selineno IRb, EM . 15637
f-cadineno IRps - 1541
germacreno-d IRpc, EM © 1550
y-cadineno IRb , EM ¢ 1567
S-cadineno IRb, EM - 1579
Grupo D
Alcoois sesquiterpénicos
epi-globuiol iRps, EM - 1619
nerolidol IRpi, EM ©o1ez27
espatulenol IRpi , EM - 1638
globulol IRps, EM © 1645
viridiflorol iRps, EM . 16562
guaiol iRpc, EM Co1672
w-cadinol iRpi , EM - 1707
t-muurolol IRpc, EM - 4715
Grupo E
Diois Sesquiterpénicos :
aromadendrenodiol IRps, EM - 1740
Grupa F
Cetonas e epdxidos sesquiterpénicos - >1760

Legenda: IRb: indice de retengéo (Adams, 1995); (Rpc: indice de retencéo comparado com padréo
comercial. IRpi: indice de retengdo comparado a0 de padrdes isolados e Caracterizados por
espectroscopia de Infra-vermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de He 1:’C; [Rps: indice de retencao
comparado ao de padrées sintélicos (Queiroga ef al., 1990), EM: espectrometria de massas.



Tabela 2.4. Nivel de significancia da variéncia explicada pelos grupos

de terpenos para os padrbes horarios de visita as flores de Baccharis

dracunculifolia.
Grupo de Variancia Teste de Monte Carlo
Terpenos Explicada F p
A 0.21 3.27 0.01
B 0.13 264 0.04
C 0.05 0.28 0.96
D 0.11 258 0.01
E 0.11 1.25 0.26
F 0.10 0.91 0.52

Legenda: A: hidrocarbonetos monoterpénicos; B monoterpenos cxigenados;

C:

hidrocarbonetos sesquiterpénicos; D: &lcoois sesquiterpénicos; E: didis sesquiterpénicos; F:

cetonas e epoxidos sesquiterpénicos

Tabela 2.5. Sumario da Andlise de Correspondéncia Candnica (CCA)

para a relagdo entre visitantes florais e grupos de terpenos de

Baccharis dracunculifolia

Parametros da

Eixos Candnicos

CCA 1 3
Autovalores 0.241 0.113 0.039
Correlagéo espécies [ terpenos 0.921 0.802 ¢ 0.500
Variancia acumulada (%) para
matriz de especies 34.3 457 499
relacéo espeécies/ terpenos 69.1 92.1 160.0
Coeficiente de Regressdo/Candnico para
variaveis estandardizadas: _
hidrocarbonetos monoterpénicos (A) -0.72 -0.22 0.69
monoterpenos oxigenados (8) -0.89 0.78 -0.63
alcoois sesquiterpénicos (D) 073 -0.22 -1.12
Teste de Monte Carlo para o Primeiro Eixo F P
523 /0,01
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(O) baseados na Analise de Correspondéncia Canénica dos grupos de terpenos
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CAPITULO 1ll

RELAGAO ENTRE NECTAR, FRAGRANCIAS FLORAIS E A VISITACAO AS
FLORES DE ERIOTHECA CANDOLLEANA (BOMBACACEAE)'

Resumo _
Enotheca candolleana é uma espécie arbdrea das florestas tropicais do sudeste do

Brasil, com flores protandricas e auto-incompatibilidade pds-zigética. Individuos cultivados
numa area urbana, proxima a dois fragmentos de mata semidecidua, foram usados como
modelo para verificar a relagdo dos volateis florais e da oferta de néctér com os padrées
horérios de visitagdo as flores. Ocorreram visitas de abelhas, borboietaé_ e aves. As visitas
de insetos as fases masculina e feminina da flor foram associadas aos periodos do dia
com temperaturas do ar mais altas. A chegada e continuidade de visit%as das aves foram
relacionadas com a variagdo da massa acumulada de néctar. Os volateis florais e as
caracteristicas do néctar nédo tiveram relagdo com a separagéo terri})ora! das fungdes
masculina e feminina da flor, mas foram importantes para a chegadé dos visitantes as

flores.

Abstract |
Eriotheca candolleana is a tree species of tropical forests from southeastern Brazil,
with protandrous flowers and post-zygotic self-incompatibility. Cultivated plants in an urban
area, near two semideciduous forest fragments, were taken as a modei%to test the relation

of floral volatiles and nectar availability with the hourly patterns of ﬂorfal visitation. There
were visits of bees, butterflies, and birds. The presence of insects in both male and female
fioral phases were associated with daily periods of high air temperaturefs. The arrival and
continuous visitation of birds were associated with the variation on the accumulated mass of
nectar. Foral volatiles and nectar characteristics were not related to functiiona! separation of
male and female floral phases, but they were important for the arrival of f}oral visitors to the

flowers.

! Trabalho apresentado segundo as normas da revista Functional Ecology
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INTRODUGAOQ

Eriotheca candolleana (Bombacaceae) € uma espécie das éflorestas tropicais
do sudeste do Brasil e sua distribuicdo se estende até as matas de galeria de Goias
{Robyns, 1963). E encontrada nos dominios da mata pluvial atlantica (Silva et al.
1997), em matas semideciduas (Leitdo-Filho, 1992) e em matas semideciduas de
altitude (Oliveira-Filho et al, 1994). Esta espécie tem apresentado Ezaéxa densidade e
os individuos sdo componentes exclusivos do dossel (OIiveira—Fi[ho et al, 1994;
Silva et al., 1997).

A floracdo coincide com a perda das folhas, evidenciandéo o conjunto das
numerosas inflorescéncias ao longo de trés meses (Robyns, ;1963). Este fato,
associado & pequena densidade de individuos (Oliveira-Filho et al, 1994; Silva et al,

1997), faz com que esta espécie oferega um recurso floral que se distribui
espacialmente em manchas nas areas de ocorréncia (Silva et a{ 1997). Em tais
condigdes, a tendéncia dos visitantes permanecerem numa méncha favorece a
geitonogamia (Snow et al., 1996).

As flores de E. candolleana sdo protandricas e cerca de dez horas separam a
fase masculina da feminina. A abertura das flores ocorre, corgtudo, em pulsos
assincronicos, ao longo do dia e da noite, 0 que minimiza a capacidade da
dicogamia reduzir o impacto da geitonogamia sobre a producéo de sementes em
espécies auto-incompativeis (Klinkhamer & Jong, 1993, Snow {et al., 1996). Por
outro lado, diversos fatores, tais como o grau de saciedade, restringem a sua
atividade dos visitantes quanto ao numero de flores visitadaé em relagdo as
disponiveis, podendo representar um fator mais relevante que a dicogamia para
aumentar a producdo de sementes (Snow ef al, 1996). Klinkhamer & de Jong
(1993) demonstraram, em modelo, que até mesmo uma redugéo na atratividade
floral contornaria a geitonogamia.

Neste trabalho pretende-se verificar como os sinais qwmzcos volateis e a
oferta de néctar afetam os padrdes didrios de visitagéo as duas fases florais de E.
candollena, em individuos cultivados em érea proxima a dois fragmentos de mata

mesofila semidecidua.
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MATERIAIS E METODOS

Padrbes de Visitagcao

O trabalho de campo foi realizado entre julho e outubro de 1@93-96, utilizando
quatro individuos cultivados no Campus da Universidade Estaduél de Campinas -
Unicamp, Campinas (22°26'S e 47°06'W), SP. |

As observacdes sobre as visitas cobriram as 36 horas de duragdo da
flor, em um grupo de flores que abriram as 07:00h. Para cada duas horas de
observagdo foram contados os turnos de forrageio e as flores viisitadas em cada
turno, coletados e identificados os visitantes e registrada a temperaiura do ar.

O periodo do dia de chegada dos visitantes € a continuédadefde sua atividade
nas flores foram tomados como indicadores da resposta dos visitiantes aos sinais
florais. Os padrbes horérios de visitagdo foram definidos para {:ada espécie de
visitante como os periodos de presenga consecutivas de Endividuoé na flor. A partir
dos padrdes de visitagao, periodos de presengas consecutivas forém subestimados
em relacdo aqueles em que individuos de cada espécie estiveram presentes nas
flores apos, pelo menos, um periodo de auséncia, definindo os pad:fées de chegada

as flores para cada espécie de visitante.

Extragéio, Analise e Identificagdo dos Volateis Florais

A caracteristica organoléptica do aroma floral foi determinada apés o teste de
concentragéo de odor. As flores foram colocadas em um frasco de vidro fechado e
refrigeradas entre 7° e 10°C por duas horas. Depois deste perl’(}do, o frasco foi
aberto e o aroma foi descrito segundo ALDRICH (1993).

Um grupo de flores que abriu as 07:00h foi protegido por sacos de tule. Em
intervalos de duas horas, trés flores foram retiradas e colocadas em frascos de vidro
com diclorometano bidestilado suficiente para imersdo. Um brancé de extragéo foi
realizado no campo com um volume igual de solvente e colocado em frasco idéntico

ao dos extratos. O branco e os extratos foram refrigerados entre 7° e 10°C para
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transporte e depois mantidos a -30°C até a analise (Whitten et al., 1993), quando
ambos foram submetidos & secagem em sulfato de sédio anidro 'e evaporagéac do
solvente, a temperatura ambiente.

Esta extracio foi monitorada pela captacdo de volateis no espago em torno
da flor, através da técnica de headspace. Foram utilizados como adsorvente 300mg
de Porapak Q (80 mesh), lavados por 24 horas com metaho[:diclorometano
bidestilados (1:1) em extrator de Soxhlet. Antes do uso, o adsorvente da coluna foi
condicionado por lavagens sequenciais com 3ml de metanol, acetato de efilg,
hexano e diclorometano bidestilados. A ativagéo foi feita com aquecimento a 150°C,
em camara de vidro sob alto vacuo, durante 30 minutos. A adsorgdo foi feita sob um
fluxo de aspiragédo de cerca de 560mL/minuto em periodos continuos de 24 e de 48
horas, usando botdes em pré-antese, 24 horas antes da abertura. A eluicdo dos

volateis foi feita com 5mL de diclorometano bidestilado e a evaporégéo foi realizada
a temperatura ambiente. A aspiragdo do ar em torno das folhas foi utilizada como
branco, nas mesmas condigdes de adsor¢ao e eluigao anteriores.

A cromatografia gasosa (CG) analitica de alta resolugéo foi realizada em
cromatdgrafo a gas HP-5970 com detector de ionizagdo de chama (DIC), em coluna
capilar DB-5 J&W Scientific de silica fundida (25m x 0,2mm x 0,3um). O hidrogénio
fol 0 gas de arraste, a um fluxo de 30mL/min, em modo splitless durante o primeiro
minuto e depois em modo split. Para integragdo dos picos, a cromatografia foi
isotérmica a 30°C durante um minuto, seguido de um aumento programado de
3°C/min, até 300°C, com a temperatura do injetor em 210°C e do detector em
280°C. O volume de injecdo foi de 1uL, sendo 0,8puL de uma solugdo do dleo
essencial (30mg/mL) e 0,2uL de uma solugdo de o-pineno (0,806mg/mL) como
padrdo interno, ambas em diclorometano bidestilado. O sinal eiét:'ico obtido pela
integragdo da detecgdo de cada composto néo foi corrigido pelo respectivo fator de
resposta do detector para o célculo das proporgbes das substancias na amostra.

Na analise em cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas
(CG-EM) foi utilizado o sistema HP-5890/5970, formado por um cromatografo a gas
acoplado a um detector seletivo de massas. Foi utilizada uma coluna capilar DB-5
J&W Scientific de silica fundida (30m x 0,25mm x 0,25um). O gas de arraste foi 0
hélio & os programas de temperatura da coluna foram os mesmos utilizados na CG
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analitica. Os espectros de massas foram obtidos a 70eV numa velocidade de
varredura de 0,84scan/seg, na faixa de m/z 40-500.

Os indices de Retencdo (IR) foram obtidos a partir dos ten’épos de retengao
dos componentes da amostra e de uma mistura de n-alcanos eﬁtre C6-C30, co-
injetados no sistema de CG-EM sob 0 mesmo programa de températuras de CG e
CG-EM e comparados com os diponiveis em Adams (1995). O c;élculo dos IR foi
feito através da equagéo de Van der Dool & Kratz (1963):

Ts
—-~—-—-_--w)+1 00n onde

R=(100. An. ——

An = diferenga do nimero de carbonos dos dois n-alcanos que eiuem antes e
depois da substancia analisada .

Ts = tempo de reten¢éo da substancia analisada

Tn = tempo de retengéo do n-alcano que elui antes da substanma analisada

Tn+l = tempo de retencdo do n-alcano que elui depois da substancia analisada
n = ndmero de carbonos do n-alcano que elui antes da substancza analisada

Para identificagdo dos componentes da fracdo volatil foram realizadas
comparagdes dos indices de retencdo obtidos aos disponiveis na Eiieratu;‘a (Adams,
1995) e dos espectros de massa aos arquivos da biblioteca espéctral Wiley/NBS

que compdem o sistema CG-EM.

Caracteristicas do Néctar

O néctar acumulado foi coletado com micropipetas de 5ul & 20pL, em seis
flores protegidas por sacos de tule para cada um dos horarios estaébelecidos para a
extracdo de volateis. No campo, a concentragdo foi medida em refifatémetro portatil
e as amostras foram guardadas em frascos de vidro previa}nente pesados,
refrigeradas entre 7-10°C para transporte € mantidas a -30°C ate a pesagem. A

massa de néctar foi determinada em balanga analitica com preciséo de 0,01mg.

A Anglise dos Dados

A distribuicdo das massas de néctar acumuladas nos Enterv?aios horarios, foi
normalizada pela transformagao logaritmica e as concentragbes pela transformagao
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arco-seno (Zar, 1996). O erro padrdo da meédia (Zar, 1996) foi o indicador da
variabilidade para as massas acumuladas e para as concentragbes do néctar. As
regressOes lineares e as polinomiais foram realizadas no programa SYSTAT, versao
5.0. :

Dois conjuntos de dados foram submetidos a analise de afgrupamento, Um
deles foi constituido por todos os compostos isolados e o outro foi formado pela
organizacgido deles em 14 grupos, segundo o seu indice de retengdo e suas
caracteristicas moleculares. A analise de agrupamento foi realizada no programa
FITOPAC, desenvolvido pelo Dr. George J. Shepherd, da Unicamp, sendo baseada
numa matriz de distdncia métrica de Canberra que exclui as duptés auséncias e 0
método de ligagéo foi o de Média de Grupo (Sneath & Sokal, 1973),5

O indice de Diversificagéo (ID) Quimica de compostos volateis dos hordrios

de coleta foi estimado pelo Indice de Shannon-Wiener (Zar, 1996):

k

H=-> plnp; onde

i=]

k = namero de diferentes moléculas em cada amostra
p; = proporcao de sinal elétrico da detecgéo de cada molécula

As relagbes entre os ID Quimica e o tempo de durago da flor foram testadas
através de regressoes lineares (Zar, 1996). As proporgoes de voiét_eis nas amostras
foram transformadas em seu arco-seno (Sokal & Rohif, 1995) para andlise de
regressao logistica (Sokal & Rohlf, 1995) em relagdo aos turnos de visitas de beija-
flores. As regressdes lineares foram executadas pelo programa SYSTAT, vers8o
5.0, e as regressdes logisticas pelo programa MINITAB, verséo 11.21.

Os compostos volateis agrupados segundo criterios ‘de similaridade
estrutural, as caracteristicas do néctar e a temperatura do ar foram utilizados como
variaveis ambientais em relacdo a uma matriz de padrbes horarios de chegada e
visitagdo. Uma avaliagdo exploratéria desta matriz foi realizada pela Analise de
Correspondéncia (CA) e pela Analise de Correspondéncia Disten;tida (DCA), para
medir o gradiente em torno dos eixos em unidades de desvio padrac (ter
Braak,1987; ter Braak & Wiertz, 1994) realizadas no programa CANOCO, versio

3.10 (ter Braak, 1988, ter Braak, 1990).

A selegBo de variaveis ambientais foi feita primeiro, com base em sua
importancia marginal e, segundo, em sua importancia condicional para explicagéo
da inércia total da matriz de visitagdo (ter Braak & Verdonschot, 1995). A
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associagdo entre as variaveis ambientais selecicadas e os padroes horarios de
visitacdo foi testada atraveés da Analise de Correspondéncia Candnica (CCA). Além
da influéncia das variaveis ambientais sobre o padréo diario de visitas, a hipotese
de nulidade de que a chegada dos visitantes as flores era independente das
variaveis ambientais foi testada pela CCA, subestimando as presencgas
consecutivas a outras presencgas na flor, em relagdo as presengas consecutivas a
auséncias. A selecdo das variaveis ambientais e a CCA foram realizadas no

programa CANQCO, versdo 3.10, sendo que o nivel de significanica de ambas foi
estabelecido pelo teste de permutacdo de Monte Cario (ter Braak, 1988; ter
Braak,1990).

RESULTADOS

Padrbes de Visitagao

As flores de E. candolfeana foram visitadas por espécies nativas de abelhas,
borboletas e passaros. Entre eles, a abelha Exomalopsis fulvopilosa (Hymenoptera:
Anthophoridae) e as borboletas, Polygonus leo leo (Lepidoptera:Hesperiidae) e
Polythrix octomaculata octomaculata (Lepidoptera:Hesperiidae) foram excluidas das
analises por serem visitantes esporadicos, cuja chegada e a atividade na flor néo
definiram um padrdo horério de visitagdo. A flor dura 36 horas, das quais oito horas
incluem o periodo noturmo em que as espécies de aves, de abelhas e de borboletas
observadas nao estao ativas.

A chegada dos visitantes as flores (Tab. 3.1) nado foi a_leatéria. As trés
espécies de aves - Coereba flaveola (Passeriformes: Coerebidae), Amazilia lactea
(Apodiformes. Trochilidae) e Eupetomena macroura (Apodiformes:Trochilidae) -

apresentaram um padrac de chegada com maior nimero de retornd as flores que 0s
apresentados pelas abelhas e borboletas. Entre as espécies de abelha, apenas
Xylocopa brasilianorum (Hymenoptera: Antophoridae) ndo voltou as flores com
idade superior a oito horas. As demais espécies de abelha - Ceniris fuscata
(Hymenoptera. Antophoridae), Xylocopa ordinaria (Hymenoptera:Anthophoridae),



83

Megachile sp (Hymenoptera:Megachilidae) e Trigona spinipiés (Hymenoptera:
Apidae) - e a borboleta Pferourus scamander grayi (Lepidcéptera:Papiiionidae)
apresentaram um padrdo com duas chegadas as flores. O inteévaio maximo entre
as chegadas foi observado em T. spinipes, correspondendo; a 22 horas que
incluiram as oito horas do periodo noturno.,

O padrdao horario de visitagdo (Tab. 3.2) também néﬁo foi aleatorio. A
atividade diaria das aves foi caracterizada por periodos mais d;.INas de visitagao,
distribuidos ao longo das 28 horas em que as flores s&o \Fisitadas. Entre as
especies de abelha, apenas X. brasilianorum néo retornou as ffores com mais de
oito horas de duragao, ficando restrita a fase masculina da flor. As demais espécies
de insetos apresentaram um padrao com dois ciclos de a&ividaide separados, no

minimo, pelo.periodo noturno em que as flores nao recebem visiténtes.

A interacdo entre as flores e 0s visitantes comega nos botg’ies prestes a abrir
que sdo procurados por X, brasifianorum, X. ordinaria, Megachilé sp e T. spinipes.
Os botdes podem ter sua abertura forcada pelas espécies de} Xylocopa ou ser
perfurados por T. spinipes. X. brasilianorum e X. ordinaria taf’nbém localizam o
espaco entre as pétalas, no nivel do célice, utilizando este acesscl para tomar néctar
em botbes que ainda naoc abriram. Depois que as ffores se abrem,

espontaneamente ou forgada, as abelhas C. fuscata, X. brasilianorum, X. ordinaria,
Megachile sp e T. spinipes coletam pdlen. Iniciado o murchamenio dos estames, C.
fuscata, X. ordinaria, Megachile sp, P. scamander grayi, C. ﬂa;;veola‘ A. lactea e

macroura exploram nectar.

A Composigéio do Oleo Essencial

Foram detectadas 88 substancias, das quais 53 (60.2%) foram identificadas
(Tab. 3.3). A fragdo de alcanos e alcenos alifaticos de cadeia 30693 representou de
88,2 a 96,9% da massa dos extratos em diclorometano (Tab. 34) O pentadecano
foi o composto majoritario dos extratos em headspace, representando 83,4%, no
periodo de 24 horas que antecede a abertura da flor, e 20,9;5%‘ continuando a
aspiracdo por mais 24 horas. Nos extratos por maceragio em diclorometano, o
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pentacosano foi o composto majoritario, representando de 27,1 a 47,4% da massa
extraida. |

A avaliagéo da similaridade entre as amostras horarias de givoléteis extraidas
com diclorometanc ndo definiu um perfil quimico de grupos cdénsistentes com &
separacdo das fases masculina e feminina da flor. Os dois extrat%os em headspace
foram mais semelhantes entre si, separando-se claramente do co%junto de extratos
em diclorometano (Fig. 3.1.1). A reunido dos volateis em grupéos nao provocou
alteracado neste quadro, a ndo ser pelo fato de que o extrato em héadspace apoés 48
horas de aspiragdo se tornou mais similar aos de diclorometano (F%g. 3.1.2).

A diversificagdo de compostos volateis foi independente da idade da flor (Fig.

3.2.1A), da temperatura do ar (Fig. 3.2.1B), das médias e do erro padrdo da massa
acumulada (Fig. 3.2.2A-B) e da concentragéo (Fig. 3.2.3B) do nectar. Uma

diminuicdo dos Indices de Diversificagéo (ID) Quimica acompanhou o aumento da
concenfragdo do néctar. Entretanto, esta regresséo explicou apenas 27% da

variancia total dos dados (Fig. 3.2.3A).

O numero de espécies de visitantes com a temperatura do ar, sendo
evidenciados dois conjuntos de dados, correspondendo as amostfas noturnas e as
diurnas (Fig. 3.3.1A). Os indices de diversificagcao quimica mais baixos ocorreram
no periodo noturno (Fig.3.2.1B) em que as flores ndo recebem visitas. Entretanto,
no periodo em que 0s visitantes nao estdo ativos, a variagé%} no numero de
espécies de visitantes florais foi independente da diversificagé?o de compostos
volateis (Fig. 3.3.1B). "

As Caracteristicas do Nectar

A massa acumulada de néctar apresentou um certo crescin‘fento com a idade
da flor, mas a regresséo linear, apesar de significativa, expﬁcou; apenas 28% da
variagao total dos dados (Fig. 3.4.1A-B), mas seus respectivos eiros padrbes ndo
sofreram influéncia da temperatura do ar (Fig. 3.4.2A-B). As massas e as

concentragbes médias do néctar e seus respectivos erros padrdes nao sofreram
influéncia nem da idade da flor e nem da temperatura do ar (Fig. 3.5) ao longo do
periodo de duragdo da flor. O nimero de espécies de visitantes florais n3o
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apresentou relacdo nem com as meédias € nem com 0 erro padrdo da massa
acumulada (Fig. 3.3.2.A-B) e da concentragéo (Fig. 3.3.3B) do ﬂéct?far.

A Relagao entre as Variaveis Ambientais e os Padrbes de Visitagéd

O conjunto de variaveis ambientais foi constituido poé 14 grupos de
compostos isolades das flores (Tab. 3.3), pela temperatura do ar e pelas
caracteristicas do néctar (Tab. 3.4). Uma relagao significativa dest%:ls variaveis com
0 padrdo de chegada dos visitantes as flores (Tab. 3.1} so foi ari:angada quando
foram empregadas duas das 17 variaveis ambientais disponfvca{is (Tab. 3.4). A
chegada dos visitantes a flor teve uma associagao significativa com compostos

volateis do grupo de aldeidos e cetonas alifaticos e com a variabi!idade das médias
de massa acumulada de néctar (Tab. 3.5). Todos os insetos, mé_nos a abelha T.
spinipes, acompanharam o vetor de volateis, enquanto a atividade %ﬁas avesede T.
spinipes esteve ligada & variabilidade da massa acumulada de néctér (Fig. 3.6.1).

A chegada as flores de T. spinipes e dos beija-flores esteve ligada aos
periodos em que o néctar apresentou menor variabilidade da méssa acumulada,
enquanto que C. flaveola explorou flores onde esta variabifidadé foi maior (Fig.
3.6.1). Esses dois vetores explicaram, entretanto, apenas 33,8% dé inércia total da
matriz de chegada de visitantes as flores, apesar da CCA fer %sido significativa
quanto ao primeiro eixo, e altamente significativa, quanto ao teste ;sobre o trago da
matriz (Tab. 3.5).

Para os padrbes horarios de visitagdo (Tab. 3.2), a atividéade dos insetos
esteve fundamentalmente ligada a temperatura do ar e & concent?agéo do néctar.
As aves mantiveram sua relag@o com a variabilidade da média da massa acumulada
de néctar (Fig 3.6.2-4). Pela contribuicdo do terceiro eixo canénicci, houve tambéem
uma associagio expressiva dos aldeidos e cetonas alifaticos sobée a atividade de
A. lactea (Tab. 3.6, Fig. 3.6.2-4). A regresséo logistica dos aldeidos e cetonas
alifaticos e de concenfracdo do néctar também demonstrou ézma associa¢ao
pequena, porém significativa deste grupo de volateis, mas n&o da concentragéo do
néctar, sobre a atividade de A. Jactea (Tab. 3.7). :
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A chegada das aves e das abelhas sociais as flores de £. candolfeana foi
associada a variabilidade da massa acumulada de néctar. As _é;aracten’sticas do
néctar participam, entretanto, de um processo tréfico na interacdo de visitantes e
flores (Waser ef al., 1996), uma vez que demandam um contato fisico prévio com a
flor para que sejam associadas a sinais informativos (Dusenbery, 1992), e
incorporadas através do aprendizado (Waser ef al. 1996). Os trés meses de
floracdo de E candolleana tendem a facilitar este aprendizado ;tanto pelas aves
{(Alcock, 1984) como pelas abelhas sociais, que apresentam sobreposicdo de
geragdes, com cuidado parental, e ndo sofrem flutuagdes poputacéénaés drasticas ao
longo do ano, nos ambientes tropicais (Roubik, 1989; Dukas & Real, 1993,

Stephens, 1993).

A chegada dos demais insetos foi associada a aldeidos e cetonas alifaticos
(Fig. 3.6.1-2), mas seus padrbes horarios de visitagdo ndo mantiveram relacéo com
as variaveis florais. A atividade diaria dos insetos foi melhor associada
temperatura do ar (Fig. 3.6.2-4), estando mais provavelmente: ligada ao ritmo
circadiano e a termorregulagao dos insetos (Roubik, 1989). A sinaliza¢&o quimica foi
bastante generalista, sendo associada a visitantes de ordens e familias de insetos
bem distintas (Fig. 3.6.2-4). Para um nivel de resposta tdo geral a sinais volateis, €
possivel que a chegada dos insetos seja motivada pelo estimulo a outras atividades
vitais além da sexual, como a alimentagdo e a defesa (Bergsirém, 1991).

Operarias de T. spinipes interagiram com a flor desde antes da abertura dos
botbes, apresentando padrbes etoldgicos do comportamento de alarme tipico do
género Trigona, tais como atracdo acompanhada de recrutamento e ataques de
mordeduras (Blum et al. 1973, Johnson, 1980) com perfuragéo dos botdes de E.
candolleana. Esteres de acidos graxos com alcoois de cadeia média, similares aos
das fiores de E. candolleana, estimularam fortes rea¢des de alarme em bioensaios
com T. silvestriana (Johnson et al., 1985). A mediag@o—quimica da resposta de

alarme varia, contudo, entre as espécies de Trigona;—pais estes ésteres séo

ineficientes para T. fulviventris (Johnson & Wiemer, 1982)— -
Aldeidos e cetonas alifaticos foram associados a chegada das espécies de

Xylocopa as flores, mas afetaram pouco a atividade destas abelhas ao longo do dia
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(Fig. 3.6.2-4). Esses compostos ndo foram detectados no extrfiato do botdo a 24
horas da abertura, obtido em headspace (Tab. 3.3). Neste e no;s demais extratos,
mais de 80% da massa extraida correspondia a alcanos e alcenos de cadeia longa
que, junto com acidos graxos e seus ésteres, formaram um perﬁtiquimico das flores
de E. candolleana, similar ao da secrecdo da glandula de DL;JfOUI’ de Xylocopa
virginica (Vinson et al. 1978).

Frankie & Vinson (1977) demonstraram, entretanto, QL;E a secregdo da
glandula de Dufour & utilizada por fémeas de X. virginica para marcar flores ja
visitadas e que seriam repelidas até dez minutos depois de m;arcadas. Dukas &
Real (1993) ponderaram que esta secrecdo seria mais um rastré deixado na visita
do que uma marcag¢ao quimica, mas em funcéo da repeléncia prévocada, ndo seria
esperada a atragdo de Xylocopa as flores com este perfil de voléteis. De fato, logo

apos as fémeas de Xylocopa abrirem os botdes de E. candolfeana, a flor era evitada
apos o primeiro contato com o feixe de estames. Entretanto, Ir;é insuficiéncia de
dados quimicos, ecolégicos e comportamentais para avaliagc’iesi@ mais conclusivas
sobre a mediagdo quimica de intera¢des que nao envolvanfﬁ abelhas sociais
(Duffield et al., 1984; Dukas & Real, 1996). f'

As visitas do beija-flor A. factea também foram um pouco associadas aos
aldeidos e cetonas alifaticos, apesar de sua chegada as flores nao ser dependente
daqueles compostos (Fig. 3.7). O consensc atual entre ornitélogos, entretanto, é de
que 0s passaros apresentam percepgdo olfativa fraca (Harriman & Berger, 1986).
Apesar disto, tem sido demonstrado que existe em aves uma pércepgéo de sinais
quimicos que participam da localizagdo (Harriman & Berger, 1986) e da selecéo
(Jakubas & Mason, 1991) de alimentos, da habituag&o a localizagdo de domicilios
(loale et al., 1990) ou mesmo de interagbes entre presas e pred-adores (Mason et
al., 1991), sendo a quimiorrecepg¢do dos sinais realizada pel§ nervo trigémeo
(Jakubas & Mason, 1991).

Atraves de alguns experimentos comportamentais, érealizados numa
populagao silvestre de beija-flores, Goldsimith & Goldsimith (19$2) demonstraram
que Archilochus alexandni apresenta um sistema olfativo funcionaé_l, sendo capaz de
habituar-se a sinais volateis e associa-los, principalmente, a condicbes
insatisfatorias do néctar. Os referidos autores salientaram ainda a necessidade de
uma investigagdo mais extensa, incluindo uma variedade maidr de substéncias
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quimicas, e até mesmo experimentos eletrofisiolégicos para estaébe!ecer uma ideia
mais conclusiva sobre o assunio. Se for comprovada aig@ma resposta de
troquilideos a compostos volateis, € possivel que ocorra com um mecanismo de
habituacéo, participando, eventualmente, do refinamento de sua }atividade diaria de
forrageio.

Os sinais volateis foram importantes, portanto, para a chegéda dos visitantes
as flores, mas nédo contribuiram na definicdo de padrdes horarios de visitag8o ou no
direcionamento dos visitantes as fases masculina e feminina da?E flor. Os padrbes
horérios de visitas dos insetos foram determinados, principaimente, pela
temperaturas do ar, seguindo os ritmos circadianos de termor;regulagéo destes
visitantes. Quanto as aves, sua chegada e continuidade de visités as flores foram
principalmente associadas com variabilidade na oferta de néctair, provavelmente

ligadas ao processo de aprendizado e manutengdo de memoria.

Finalmente, a assincronia dos pulsos de abertura de ﬂoreé ao longo do dia
refletiu-se também sobre 0s sinais volateis e as caracteristicas do nectar dentro de
um mesmo pulso. Os visitantes responderam aos sinais ﬁorais, mas nao
sincronizam sua atividade diaria com um unico puiso de abert&ra de flores. Em
Gltima andalise, os sinais florais atraem os visitantes, mas ndo ds direcionam em
visitas as fases masculina e feminina da flor. Nestas condigbes, .f_as caracteristicas
comportamentais dos visitantes assumem maior relevancia pafa a polinizagéo,
como possibilidade de contornar a geitonogamia e garantir produfgéo de sementes
nesta espécie auto-incompativel, através da fecundagao cruzada.
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Tabela 3.1. Padrbes hordrios de chegada de visitantes as ﬂores de
Eriotheca candolleana. .

AMOSTRA Xybr Xyor Cefu Mega Trsp Pisc Amla Cefl Euma
107 0 0 0 G 1 0 ¢} 0 ¢
109 1 1 G 1 0001 O 1 1 1
111 0.001 0.001 1 0.001 0.00t 1 0.001 0.001 0
13 0.001 0.001 0001 0001 0 0001 O o 1
115 .00t 0.001 0001 0.001 1 0.001 1 1 0.001
17 ¢ 0001 0 0 o 0 0.001 0.001 0.001
19 o 0 &) 0 0 0 0 Q001 .0
ir}] 0 0 o 0 0 0 G 1 -1
Hov 0 0 0 0 0 0 1 0.001 0.001
o9 o 1 0 1 0 1 0.001 0.001 0.001
11 c 0.0 1 000t © 0.001 0.001 0.001 0.001
H13 G 0001 0001 0O0T O 0001 O 0 0
M5 0 0 0 0 1 0 0 1 ©
M7 0 0 C 0 0001 O 0 0 1]

Legenda: M. dias de duragdo da flor, 05-19: hora de coleta; 10715 fase
masculina da fior; H7-I17: fase feminina da flor; Xybr: Xylocopa brasilianorum,
Xyor. X. ordinaria; Cefu: Ceniris fuscala, Mega: Megachile sp; Trsp: Trigona
spinipes; Pitsc: Plerourus scamander, Amla: Amazilfa laciea, Cefi.
flaveola; Euma: Eupetomena macroura; 0; auséncia; 0.001: presencga consecutiva
a presenga; 1. presenga consecutiva a auséncia. Amostras 121-23 e H01-03 ndo
sdo apresentadas por corresponderem ao periode noturnc em que ndo houve

visitas.

Coereba

Tabela 3.2. Padrdes horarios de visitagfo as flores de Enotheca
candoifeana. :

AMOSTRA Xybr Xyor

Cefu

Mega Trsp Ptsc Amia Cefl Euma

107
09
M
113
15
H7
19
HOS
Ho7
110}¢]
111
i3
5

M7

OO OO0 0O0 . & A an

o

O 0O - o wd OO0 0O - e ok owh oA D

L i+ B I o T o I . TN I o

j=)

0 1
1 1
1 1
1 0
1 1
0 0
0 0
0 0
0 0
1 0
1 0
1 0
0 1
0 1

L= R = I = [ o B o R T I =

<

20 4 22 w2 (OO v A D - s O

o

e S T N N R N A o SV S e

<

—-\-O...L._\_.;..:.O...;...a.....kc)_xo

()

Legenda: IHI: dias de duragdo da flor, 05-19: hora de coletst; I07-115: fase
masculina da flor; 117-117: fase feminina da flor, Xybr: Xyfocopa brasilianorun,
Xyhi: X. ordinaria, Cefu: Centris fuscata; Mega: Megachile sp; Trsp: Trigona
spinipes; Ptsc. Plerourus scamander, Amla: Amaziiia lactea, Cefl; Coereba
flaveola, Euma: Eupetomena macroura, 0. ausente; 1.visita. Amostras [21:23 e
H01-03 ndo sdo apresentadas por corresponderem ao perfodo noturno em que

néo houve visitas.

92



Tabela 3.3. Substéncias isoladas das flores de Eriotheca candolfeana, através de headspacik:e, com 24 horas (HS24) e
com 48 horas (HS48) de aspiracio, e através de maceragéo a frio com diclorometano (MFD).

iNDICE DE PROCESSO DE PROCESSO DE

SUBSTANCIA RETENGAO  IDENTIFICAGAO EXTRAGAO
Alcanos e Alcenos Alifaticos de Cadeia Média ;
hexano 600 EM, IR . MFD
octano 800 EM, IR MFD
tetradecano 1400 EM, IR H824,H548, MFD
SNi 1455 5; MFD
3-propil-tridecano 1460 EM HS48, MFD
SNI 1539 §j HS24,HS48, MFD
Alcanos e Alcenos Alifaticos de Cadeia Longa
pentadecano 1500 EM,IR HS24,HS48, MFD
hexadecano 1600 EM, IR . HS24,HS48, MFD
heptadecano 1700 EM, IR MS24,H548, MFD
SNI 1754 ! HS48, MFD
octadeceno 1793 EM, iR S48, MFD
nonadecano 1900 EM, IR HS48, MFD
SNI . 1924 HS24, MFD
icosano 2000 EM IR ¢ HS48, MFD
eneicosano 2100 EM, IR MFD
SNI 2113 ; HS48, MFD
duccosanc 2200 EM, IR HS48, MFD
9-tricoseno 2270 EM } MFD
tricosano 2300 EM, IR HS48, MFD
tetracosano 2400 EM, IR HS48, MFD
SNI 2435 HS48, MFD
pentacosenc 2469 EM HS48, MFD
SNI 2492 ;; HS48, MFD
pentacosano 2500 EM, IR H524 S48, MFD
SNI 2537 i HS524 HS48, MFD
hexacosano 2600 EM,IR HS24,HS48, MFD
SNI 2691 ! HS48, MFD
heptacosano 2700 EM, IR 524,548, MFD
SNI 2722 MFD
SN 2736 HS24, MFD
octacosano 2800 EM IR HS24 HS48, MFD
SNI 2827 HS24,HS48, MFD
SNI 2835 HS48, MFD
SNI 2869 MFD
SNI 2883 : MFD
nonacesano 2900 EM,IR HS24,HS48, MFD
SNI 2937 g; HS48, MFD
SNI 2963 : HS48, MFD
triacontano 3000 EM ! HS24,HS48, MFD
Acidos Graxos de Cadeia Média
acido hexandico 981 EM MFD
acido 2-etil-hexandico 1138 EM, R MFD
acido octandico 1180 EM HS24,H548, MFD
4cido nonanéico 1276 EM  HS24,HS48, MFD
4cido decanbico 1372 EM MFD
4cido duodecandico 1564 EM Qi H548, MFD
acido tetradecandico 1769 EM H524,H348, MFD

Legenda: EM: Espectro de massas comparado 2 biblioteca espectiral Wiley & Sons, IR [ndiae de retengdo comparado
a bibliografia (Adams, 1995). :



Tabela 3.3. Substancias isoladas das flores de Erictheca candolieana, através de headspace, com 24 horas (H524) e

com 48 haras (HS48) de aspiragio, e afravés de maceragdo a frio com diclorometano (MFD). cont.

PROCESSO DE

- INDICE DE PROCESSO DE
SUBSTANCIA RETENGAO  IDENTIFICAGAO EXTRAGAO

Acidos Graxos de Cadeia Longa

acido 9-hexadecendico 1941 EM HS24,HG548, MFD

acido hexadecangico 1966 EM HS24,1548, MFD

acido 9,12-octadecadientico 2136 EM HS24,HS48, MFD

acide octadecandico 2164 EM HG24,HS348, MFD
Alcoois Alitsticos

SNI 978 MFD

hexadecanol 1880 EM, R HE24 HS48, MFD

octadecanol 2078 EM +S24, HS48, MFD
Aldeidos e Cetonas Alifiticos

SNi 928 MFD

octan-2-nona 989 EM, IR MFD

nonanal 1104 EM, IR MFD
Monoterpenos Qxigenados

nerlacetona 1430 EM, IR MFD

linaloo 1087 EM, IR HS524 HS48, MFD

cis-jasmolactona 1483 EM IR MFD
Sesquiterpenos Oxigenados

SNI 1831 HS48, MFD

SNI 1917 HS24 HS48, MFD
Diterpenos Oxigenados

SN 2108 MFD

SNi 2236 MFD

SNI 2292 HS548, MFD

SNi 2314 HS48, MFD

SNi 2341 MFD

SNI 2348 HS48, MFD

SNI 2392 MFD
Benzendides

alcool benzilico 1023 EM, IR HS24 H548, MFD

alcool coniferilico 1733 EM, IR HS48, MFD

benzoato de benzila 1761 EM, IR MFD
Esteres com Alcoois Alitsticos

acelato de hexenoila 1010 EM, IR MFD

acetato de duodecila 1608 EM MFD

SNI 2020 HS48, MFD
Esteres com Alcoois Terpénicos

n-butanoato de geranila 1561 EM, IR MFD

acetato de nerolidol 1715 EM, IR HS48, MFD

acetato de (E,E) farnesila 1840 EM, IR HS48, MFD

SNI 1859 H524 H548, MFD

acetato de fitol 2223 EM, IR MFD
Esteres de Acidos Graxos _

miristato de isopropila 1821 EM, IR HS48, MFD

duodecanoato de isoamila 1845 EM, IR MFD

hexadecanoato de etila 1994 EM, IR M348, MFD

octadecanoato de etila 2194 EM, IR HS48, MFD

Sh 2742 HS48, MFD
Hidrocarbonetos Terpénicos '

SNI 1511 HS48, MFD

SNI 1908 HS24 HS48, MFD

SNi 1989 HS48, MFD

SNI 2039 M348, MFD

Legenda: EM: Espectro de massas comparado 2 biblioteca espectral Wiley & Sons, IR: §ndme de retengdo comparado

a bibliografia (Adams, 1995).
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Tabela 3.5. Analise de Correspondéncia Canbtnica (CCA) das variaveis que tiveram contribui¢éo
suficiente para explicar significativamente os padrdes horarios de chegada das visitantes as flores de

Eriotheca candolleana.

Varidveis Ambientais P F Inércia

Aldeidos e Cetonas Alifaticos 0.03 ! 222 0.43

Erro Padréo da Massa Acumulada de Néctar 0.01 :- 3.03 0.49
Inéreia

Total 2.71

Z Autovalores Candnicos 0.92
Teste de Monte Carlo {399 permutagdes) }

Trago da Matriz p<0.01 2.81

1° Eixo Canbnico 0.01<p<005 3.05

Parametros da Correspondéncia Candnica Eixos Canénicos

10 29

Autovalor 0.589 0328
Correlagdo entre espécies/variaveis ambientais 0912 0.707
Varidncia (%) acumulada para;

matriz de espécies 217 33.8

relacdo espécies/variaveis ambientais

642 76.8

Tabela 3.6. Andlise de Caorrespondéncia Candnica (CCA) das variaveis ambientais que tiveram
contribuicdo suficiente para explicar significativamente os padrdes horarios de wsﬁag:ao as flores de

Eriotheca candolieana.

P F

Variaveis Ambientais Inércia

Arco-Seno da Concentragdo do Néctar 0.03 - 285 0.19

Temperatura do Ar 0.04 . 313 - 0.7

Benzendides 0.05 c 224 0.1

Erro Padrdo da Massa Acumulada de Néctar 0.10 . 183 0.08

Aldeldos e Cetonas Alifaticos 0.21 ©1.39 0.06
Inércia

Total 0.97

% Autovalores Candnicos 0.61
Teste de Monte Carlo

Trago da Matriz p<0.01 . 272

1° Eixo Candnico p<0.01 © 349

Parametros da Correspondéncia Candnica Eixos Candnicos

1° ; 2° 3

Autovalor 0.293 . 0233 0.061
Correlagdo entre espécies/varidveis ambientais 0.857 - 0.856 0.889
Varidncia (%) acumulada para: f

matriz de espécies 304 . 544 60.7

relacdo espécies/variaveis ambientais 482 . B65 96.5
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Figura 3.1. Eriotheca candolleana. Dendrogramas de
similaridade e seus coeficientes de correlagdo cofenética
(res), baseados na ligagéo por Média de Grupo (UPGMA),
entre 0s extratos em diclorometano dos horérios de coleta
(01-23), reiativos ao primeiro (I) e ao segundo (H) dias de
duracgéo da flor, e entre os extratos em headspace obtidos
através de aspiragdo durante 24 (HS24) e 48 (I-iS4B)
horas. {1); considerandoc os 88 compostos volateis
detectados e (2); considerando os mesmos compostos

organizados em 14 grupos. (107-115): fase masculina da
flor; (117-1117): fase feminina da flor. _
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Figura 3.2. Eriotheca candolleana. Diagramas de dispersdo com
Quimica em relacéo a idade da flor (1A), & temperatura do ar (1B),
1l) segundo dias de durago da flor; (05-19): hora

indices de Diversificagao (ID)
acumulada (2A-B) e a concentragao (3A-B) do néctar: (i) primeiro e (

de coleta; (107-115): fase masculina da flor; (17-117}): fase feminina da flor,

alguns parametros da regresséo linear entre 0s

a massa media
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Figura 3.4. Eriotheca candolleana. Diagramas de dispersao com alguns

parametros da regressao linear entre a

média e o respective erro padrao da massa acumulada (1A-B) e da concentragio (2A-B) do néctar em relagéo a
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da flor; (117-117): fase feminina da flor.




102

1A 1B
log{Massa) log{Erre Padrdo da Massa)
1.64 - —
) M7e R #=0.24 0,30 R =0.07
R =0.06 ° 18 2
He1e = R™ = 0.00
o 121 p =0H p =078
Htae a Hge
1.20 0.24 1148
llDTQ
RO5 < o
1032 o 108 M7 s
N TR *HT
0.90 s 6.48
& e
i3 <08
nose ge 109 SUT o < Jlog 3o
nro ) o
0.80 - * 1§ a1
= {19 are R
wie 030 123 om ¢
11
K ry
0§39 905 -
i i23
&
wre
0.00 1 ; : r 6.00- T 1 i 1 1
[ 10 16 20 25 3¢ 8 10 16 20 25 30
Temperatura do Ar (°C} Temperatura do Ar °C)
2A 2B
Arco-5enc {Concentragio) Erre Padrao (Concentragdo)
[ 1 I —_— R =0.28 0.10 - Rz" 0.41
R*=0.08 R=0.17
p =026 na e o7 p =008
“ne o1 ¢
o L]
063 . Hos 11 0.08 -
1105 R
! Hs "2 165
g3
o |24 LB P 1070
0.56 - ¢ 0.06 -
1113 7 e 1
+ 17 P
“100 119
o3 < HoT = 13
048 | My . 0.04 ms, °
23
< |11
EAl
3 + H09 &
042 002 4 “
- iy ° . °Ke 13
107 ° o
035 T T I T 1 0.00 T T F !
& 10 16 20 25 30 & 10 15 20 25 30
Temperatura do Ar {°C} Temperatura do Ar [°C)

Figura 3.5. Eriotheca candolieana. Diagramas de disperséo com alguns parametros da regresséo linear entre a
média e o respectivo erro padrao da massa acumulada (1A-B) e da concentracdo (2A-8) do néctar em relagéo a

temperatura do ar. () primeiro e (ll) segundo dias de duragfo da flor; (05-19): hora de coleta; (I07-115): fase
masculina da flor; (M7-117): fase feminina da flor.




103

1 2
Eixe 2 (A = 0,328) Eixo 2 (A= 0.233
1.00 i 0 1,((33 0233 :
" 1ne o5 :
EP 15 i = /1\ "'7?
» C.llaveola C.flaveola MEP [1[#:4) 07
o7 - - S o7
- 115+ :
058 M7= .66 - E.macroura
. T.3pinipas Ce
= {13 M 15
+ E.macroura Aladtea "
Adactea - CON o 109
o0.42 - 0,42 - pa—
N7 1, ordinatia Tspinipes -
0,32 i .32 - i 5 9
Megachile sp /. o x prasifiznorum " =
o 4t Pscamandery -
C.luscata + ks H1
Xbrasiighorum o * P.scamander :
£.76 m; " 0767 C.fuscata
Wegachile sp TEMP
X.ordinaria : 3 143
cio7 113 e : NS
.20 . . r - 4,20 T s T T !
~1.60 £.84 £0.08 0.88 1.44 2.20 «2.00 -1.16 0.32 462 1.3 2.20
Eixo 1 (k= 0.589) Eixo 1 (A = 0.293)
3 4
Eixo 2 {A = 0.233} Eixo 3 (A= 0.081)
1.00 ~ 400 - F
08 ues - . 108 ;1’7[,\
105 MEP o7 * :
H9 C.flaveals ¢
f08 -
0.56 0.68 -
E.macroura nr .
J .
con - Alactea o A.lac:ea
—— F : net
0.42 16 /_/‘ 0.36 M3e .
e e -
X ordinaria ; X.brasilianotum
- : 7 .
T.spinipes f oy ordinaria d : "7
G832 = T 4] T
- Megachile sp/» ® 0.0 Megachife sp‘.\\ L
K.brasHianorum E T.spinipes °
P.scamander ¢ TEMP \\\
"3 ° 11 E.macroura
< // . MEP
£.76 ~ C.tuscata - 028+ con P.scamander - - :ﬁaveoia
TEMP 113 8
= 07 s c £ 105
> i o Hfuscata #1115
-1.20 ¥ 7 T 7 f -0.60 r 7 ¥ '
-1.00 0,80 -0.20 .20 0.59 1.00 -2.00 -1.146 -0.32 082 1.36 2.20
Eixo 3 {A = 0.081) : Eixo 1 {A = 0283

Figura 3.6. Eriotheca candolleana. Diagramas de ordenagao baseados na Andlise de Correspondéncia Candnica

(CCA) do efeito de variaveis ambientais sobre 0 padrdo de chegada dos visitantes (1) e sobre os padrbes
idenciando a influéncia de aldeidos e cetonas alifaticos (F), benzendides

horarios de visitacio (2-4) as flores, evi
(J), temperatura do ar (TEMP}, erro padréo de log {massa acumulada) (MEP) e do arco-seno da concentragdo do

néctar (CON) e em relacéo as amostras horérias (05-19) de coleta para primeiro {I) e.gsfagundo (I dias de duragéo
da flor, como combinagdes fineares dos vetores. (107-115): fase masculina da flor; (117-1117); fase feminina da flor.




CAPITULO IV

NECTAR E VOLATEIS COMO SINAIS FLORAIS DE TRES ESPECIES
SINTOPICAS E SUA RELAGAO COM BEIJA-FLORES E ABELHAS'

Resumo

Populacbes sintépicas de Vresea neoglulinosa {Brome!ia{ceae), Passiflora
pentagona (Passifloraceae) e Melocactus violaceus (Cactaceae) forém usadas como

modelo de campo para avaliar como os volateis florais e as caracteristicas do néctar, tais
como a massa acumulada, a concentragéo ¢ a taxa instantanea de produgéo, se

relacionam aos padrdes horarios de visitas a estas espécies vegetais. Os sinais volateis
foram associados a localizagao das flores de P. pentagona pelos visitantes e na definicao
de padroes horérios de visitagdo. Houve indicios de que distribuicdo de visitantes entre as
espécies vegetais possa ser determinada também por um fator comportamental das
abelhas, ligado ao aprendizado associativo dos sinais guimicos a oferta de néctar. As
caracteristicas do néctar nao foram associadas a localizagao das flores pelos visitantes,
mas contribuiram para estabelecer o periodo em que eles permanecem forrageando nas

trés espécies.
Abstract

Syntopical populations of Vresea neoglutinosa (Bromeliéceae), Passiflora
pentagona (Passifloraceae) and Melocactus violaceus (Cactaceae) were chosen as a field
model to verify how floral volatiles and some nectar characteristics, such as accumulated
mass, concentration and instantaneous production rate, are related to visitation patterns in
these plant species. Volatile signs were associated to ﬂower—ﬁnding by visitors of F.
pentagona and to their hourly patterns of floral visiting. Some cues suggest that visitor
distribution among these plant species may also be affected by a behavioral response of
bees, involving the daytime that they detect the chemical signs and association of these
signs with nectar availability. Nectar characteristics were not associatecﬁ_l with flower-finding

by visitors, but in determining how long they keep on foraging on these th':ree species.

! Trabalho apresentado segundo as normas da revista Functional Ecology
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INTRODUGAO

A natureza dos sinais ligados & visitagdo de flores é bastante diversificada.
Sinais florais podem ser desde atributos morfolégicos, perceptiveis visual ou
ecograficamente (Dusenbery, 1992), até substancias quimicas volateis, detectaveis
pelos sistemas de olfagéo e gustagdo (Harborne, 1993). O néctar e o pdlen também
foram considerados como atrativos para os visitantes (Vogel, 1983), embora
participem de uma relago trofica (Waser, 1983) e n&o informativa (Dusenbery,
1992).

Os animais, por sua vez, respondem a sinais quimicos, térmicos, visuais e
sonoros {Dusenbery, 1992; Harborne, 1993), podendo diversificar bastante sua
capacidade de interagir com estes estimulos. As respostas  dos animais se

apresentam em diversos graus de especializagéo, podendo ser bastante especificas,
como no caso de feromonios sexuais (Alcock, 1984; Abrahamson, 1989).

Alguns padrdes organolépticos humanos de aromas, assim como dados de
volume e de concentragdio de néctar, tém sido usados na caracterizacdo de
sindromes de polinizagio (Faegri & van der Pil, 1979). Corfsiderando que a
especializagdo entre flores e seus polinizadores & uma idéia impiicita a definigéo das
sindromes (Waser ef al., 1996), questdes importantes podem ser levantadas sobre a
relacdo do aroma e do néctar florais com os grupos de visitantes em suas
respectivas sindromes de polinizacéo.

O conjunto formado por Vriesea neoglutinosa (Bromehaceae) Passiflora
pentagona (Passifloraceae) e Melocactus violaceus (Cactaceae) foi utilizado como
um modelo natural para a investigagdo destes aspectos. Populagbes sintopicas
destas espécies no Parque Estadual Paulo César Vinha, Guarapari, ES, sé&o
visitadas por uma guilda comum de beija-flores. Aléem dos beija-flores, P. pentagona
também & visitada por 13 espécies nativas de abelhas.

O objetivo deste trabalho e avaliar como 0s volateis florais e as
caracteristicas do néctar, tais como a massa acumulada, sua concentragao e taxa
instantanea de produgéo, estéo relacionadas a chegada de visitantes e aos padroes

horarios de visitacdo as flores destas trés espécies.
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MATERIAIS E METODOS

Padrdes de Visitagao

O trabalho de campo foi realizado no periodo de sobreposigio das floradas
das trés espécies, entre julho e setembro de 1993-96. As populagdes estudadas
ocorrem em moitas da vegetagio de restinga, numa area de cerca de 5 ha do
Parque Estadual Paulo Cesar Vinha (1.500 ha, 17°35’ S e 40°23' W), Guarapari, ES.

As observacdes sobre as visitas foram realizadas entre 06:00 h e 18:00 h,
cobrindo o periodo de duragdo da flor de cada espécie. A cada hora de observagio
registraram-se 0s tunos de forrageio, o nimero de flores visitadas em cada tumo,

bem como foram coletados e identificados os visitantes e medida a temperatura do
ar. Estes dados foram tomados em parcelas de 5x5m que contivessem de cinco a
seis flores para cada espécie.

O periodo do dia de chegada dos visitantes e a continuidade de sua atividade
nas flores foram tomados como indicadores da resposta dos animais aos sinais
florais. Os padrdes horarios de visitagdo foram definidos para cada especie de
visitante como os periodos de presenga consecutivas de individuos na flor. A partir
dos padrdes de visitagdo, periodos de presencas consecutivas foram subestimados
em relagdo aqueles em que individuos de cada espécie estiveram presentes nas
flores apés, pelo menos, um periodo de auséncia, definindo os padrbes de chegada

as flores para cada espécie de visitante.

Extracdo, Andlise e Identificagdo dos Volateis Florais

A caracteristica organoléptica do aroma floral foi determinada apos o teste de
concentragdo de odor. As flores foram colocadas em um frasco de vidro fechado,
refrigeradas entre 7-10°C por duas horas. Depois deste periodo, o frasco foi aberto e
cheirado e o descrito segundo ALDRICH (1993).

As flores utilizadas na extragio foram previamente protegidas por sacos de
tule. Duas flores de V. neoglutinosa e seis das demais espécies foram retiradas, em
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intervalos de uma hora, e colocadas em frascos de vidro com diclorometano
bidestilado suficiente para imersdo. Um branco de extragdo foi realizado no campo,
com um volume igual de solvente, colocado em frasco idéntico ao dos extratos. O
branco e os extratos foram refrigerados entre 7° e 10°C para transporte, e
armazenados a -30°C até a analise (Whitten et al, 1993), quando ambos foram
submetidos a secagem com sulfato de sddio anidro e evaporagéo do solvente, a
temperatura ambiente.

A cromatografia gasosa (CG) analitica de alta resolugdo foi realizada em
cromatégrafo a gas HP-5970 com detector de ionizagéo de chama (DIC), em coluna
capilar de silica fundida DB-5 J&W Scientific (25m x 0,2mm x 0,3pm). O hidrogénio
foi 0 gas de arraste, a um fluxo de 30mL/min, em modo spiitless durante o primeiro

minuto, e depois em modo spiit. Para integragdo dos picos, a cromatografia foi

isotérmica a 30°C, durante um minuto, seguido de um aumento programado de
3°C/min, até 300°C, com a temperatura do injetor em 210°C e do detector em
280°C. O volume de injecdo foi de 1ul, sendo 0,8uL de uma solucéo de dleo
essencial (30mg/mL) e 0,2pL de uma solugdo de a-pineno (0,806mg/mL) como
padrao interno, ambas em diclorometano bidestilado. O sinal elétrico obtido pela
integragdo da detecgdo de cada composto néo foi corrigido pelo respectivo fator de
resposta do detector para o caiculo das propor¢des das substancias na amostra.

Na analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) foi utilizado o sistema HP-5890/5970, formado por um cromatografo a gas
acoplado a um espectrometro de massas. A coluna capilar de silica fundida utilizada
foi uma DB-5 J&W Scientific (30m x 0,25mm x 0,25um). O gas de arraste foi o hélio
e os programas de temperatura da coluna foram 0s mesmos utilizados na CG
analitica. Os espectros de massas foram obtidos a 70eV, a uma velocidade de
varredura de 0,84scan/seg, na faixa de m/z 40-500.

Os indices de Retencao (IR) foram obtidos a partir dos tempos de retencéo
dos componentes da amostra e de uma mistura de n-alcanos entre C6-C30, co-
injetados no sistema de CG-EM sob o mesmo programa de temperaturas de CG e

CG-EM.
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O calculo dos IR foi feito através da equagao de Van der Dool & Kratz (1963):

Ts - Tn
= 4100 . e
IR ( 00 . An Tl Tn)+10€)n onde

An = diferenga do nimero de carbonos dos dois n-alcanos que eluem antes e
depois da substancia analisada

Ts =tempo de retencdo da substéncia analisada

Tn = tempo de retencdo do n-alcano que elui antes da substancia analisada

Tn+1 = tempo de retencéo do n-alcano que elui depois da substancia analisada

n = numero de carbonos do n-alcano que elui antes da substéncia analisada

Para a identificacio dos componentes da fragdo volétil foram realizadas
comparagbes dos indices de retengéo obtidos com os disponiveis na literatura
(Adams, 1995) e dos espectros de massa aos arquivos da biblioteca espectral

Wiley/NBS que compbem o sistema CG-EM.

As Caracteristicas do Néctar

O néctar acumulado foi coletado com micropipetas de 5uL e 20uL em seis
flores protegidas por sacos de tule, para cada um dos horarios estabelecidos no
padrao de visitagao. No campo, a concentragao foi medida em refratémetro portatil e
as amostras foram guardadas em frascos de vidro previamente pesados,
refrigeradas entre 7-10°C para transporte e armazenadas a -30°C até a pesagem. A

massa de néctar foi determinada em balanga analitica com preciséo de 0,01mg.

A Analise dos Dados

A distribuicdo das massas de néctar, acumuladas nos intervalos horarios, fo
normalizada pela transformagéo logaritmica e as concentracdes pela transformagio
arco-seno (Zar, 1996). A taxa instantanea de producgéo de néctar foi estimada pela
derivada primeira (Swokowski, 1983) da fungdo de regressao do actimulo de néctar
em fungéo do da duragéo da flor. O erro padrao da média (Zar, 1998) foi o indicador

da variabilidade para as massas acumuladas e para as concentragbes do néctar.
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O indice de Diversificacédo (ID) Quimica dos compostos volateis nos horarios
de coleta foi estimado pelo Indice de Shannon-Wiener (Zar, 1996):
" )

H=-> plinp  onde
=]

1

k = nimero de diferentes moléculas em cada amostra
pi = proporgao de sinal elétrico da detecgdo de cada molécula

Diferencas entre |D das trés espécies foram avaliadas pela Analise de
Variancia (ANOVA), com teste de Scheffé para comparagao maltipfa a posteriori. As
relacbes entre os ID e o tempo de duragdo da flor foram testédas através de
regressdes lineares e polinomiais (Zar, 1996). As proporgoes de volateis nas
amostras foram transformadas em unidades logiticas (Sokal & Rohlf, 1995) para
analise de regressao linear (Zar, 1996) em relagio ao numero de t@mos de forrageio

dos beija-flores, e na regressdo logistica (Hosmer & Lemeshow, 1989; Sokal &
Rohlf, 1995), em relagdo a proporgéo de flores visitadas peios beija~ﬂores em seus
turnos nas trés espécies. A ANOVA e as regressoes lineares e polinomiais foram
executadas pelo programa SYSTAT, versdo 5.0, e as regresséés logisticas pelo
programa MINITAB, verséo 11.21. |

A selecdo de variaveis ambientais foi feita primeiro, cofn base em sua
importancia marginal e, segundo, em sua importancia condicional péra explicacao da
inércia total da matriz de visitagdo (ter Braak & Verdonschot, 1995). A associagio
entre as variaveis ambientais selecionadas e os padrdes horarios de visitagao foi
testada através da Andlise de Correspondéncia Candnica (CCA).E.AIém da relacgdo
das variaveis ambientais com o padrdo diario de visitas, a hipétese de nulidade de
que a chegada dos visitantes as flores era independente das variéfﬁeés ambientais foi
testada pela CCA, subestimando as presengas consecutivas a outras presencas na
flor, em relagdo as presencas consecutivas a auséncias. A selegéo das variaveis
ambientais e a CCA foram realizadas no programa CANQOCO, versdo 3.10, sendo
que o nivel de significancia de ambas foi estabelecido pelo teste de permutacac de
Monte Carlo (ter Braak, 1988; ter Braak,1990). '
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RESULTADOS

Padrdes de Visitacao

Entre as trés espécies, V. neoglutinosa e M. viclaceus forar;n exclusivamente
visitadas pelos beija-flores Amazilia fimbriata e Polytmus guaimgrmbi num padrao
quase continuo, ao longo da duragdo da flor. P. pentagona fo?i visitada por 13
espécies de abelha, além dos mesmos beija-flores. As visitas da beija-flores a P.
pentagona concentraram-se nas trés primeiras e trés dltimas horias do periodo de
duraco da flor. Nos demais horarios os beija-flores apenas inspecifbnavam as flores.

As espécies de abelhas diferenciaram-se peio padrao de chégada as flores de

P. pentagona (Tab. 4.1). Xylocopa frontalis, X. ordinaria, Epichariéé flava, E. rustica
(Anthophoridae) e Eulaerma nigrita {Apidae:Euglossini) chegaram as flores tanto pela
manha, como apds as 14:00h. X. brasilianorum, Centris analis, C longimana, C.
jutea (Anthophoridae), Eulaema cingulata, E. seabrae, Euplusié surinamensis e
Euglossa cordata (Apidae:Euglossini) chegaram as flores peté manhd e nao
retornaram apds as 14:00h.

Também houve diferengas nos padrbes horérios de visitagéo das abelhas as
flores de P. pentagona (Tab. 4.2). Fémeas de Xylocopa brasilfanoéfum, X. frontalis e
X_ ordinaria estiveram presentes durante oito das 11 horas de déragéo da flor. As
fémeas de outras espécies de Anthophoridae - Centris analis, C longimana, C.
lutea, Epicharis flava e E. rustica, bem como as espécie;s de Euglossini
(Apidae:Bombinae) - machos e fémeas de Eulaema cingulata e E nigrita @ machos
E. seabrae, Euplusia surinamensis e Euglossa cordata (Tab. 42) apresentaram
ciclos de visitas menores, com duragdo entre duas e cinco horas.

A temperatura do ar e a idade da flor apresentaram uma r;elagéo quadratica
em V. neoglutinosa (Fig. 4.1.1A) e em P. pentagona (Fig. 4.2A),§5 refletindo o ciclo
diario de variacdo de temperatura do dia, mas foram independenteffs em M. violaceus
(Fig. 4.1.2A). O nimero de espécies de visitantes florais de P. peém‘agona repetiu a
relagdo quadratica com a idade da flor (Fig. 4.2E), mas em V. neoélutinosa 0 numero
de visitantes e a idade da flor foram independentes. Embora a vériagéo no numero
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de visitantes de P. pentagona fosse devida &s espécies de abelha, ela foi
independente da temperatura do ar (Fig. 4.2F).

A Composigédo do Oleo Essencial

Detectou-se 93 substancias, das quais 58 (62,2%) foram identificadas, sendo
que 69 compostos ocorrem em V. neoglutinosa, 31 em P. pentagona e 12 em M.
violaceus. Apenas quatro moléculas de alcanos de cadeia longa foram comuns as
trés espécies. M. violaceus apresentou ainda uma substancia em comum com V.
neoglutinosa que teve outras sete em comum com F. pentagona (Tab. 4.3).

Nas trés espécies, a fragéo de alcanos e alcenos alifaticos de cadeia longa

representou de 43 a 89,9% da massa extraida e, em P. pentagona, a fragdo dos
benzendides, constituida por alcoois aromaticos € fenilpropandides, atingiu 30,7%
(Tab. 4.4). As flores de V. neoglutinosa e de M. violaceus possuem um odor ceroso,
proprio dos hidrocarbonetos, e as de P. pentagona tém um odor floral adocicado,
caracteristico dos benzenoides encontrados.

A diversificagdo quimica das espécies estudadas foi bastantes distinta
(Fanova = 29.6, p < 0.01, gl = 25, R = 0.84, R” = 0.70), sendo que V. neoglutinosa
apresentou 1D Quimica maiores do que as outras duas {p < 0.01), enquanto os {D de
P. pentagona e M. violaceus nao foram diferentes (p = 0.09). A diversificagio de
compostos volateis foi independente da idade da flor e da temperatura do ar em M.
violaceus (Fig. 4.1.2B-C) e em P. pentagona (Fig. 4.2C-D), mas em V. neoglutinosa
foi diretamente relacionada tanto com a idade da fior (Fig. 4.1.1B) quanto com a
temperatura do ar (Fig. 4.1.1C). A variagéo no numero de espécies de visitantes
florais também foi independente da diversificagdo de compostos volateis, mesmo em

P. pentagona (Fig. 4.2B), a tinica que recebeu visitas de abelhas.

As Caracteristicas do Néctar

O numero de espécies de visitantes de V. neoglutinosa e de M. violaceus foi

constante e, portanto, ndo apresentou relagdo com a massa acumulada ou com a
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concentragdo do néctar. A variacdo do numerc de espécies que visitam as flores de
P. pentagona apresentou uma relagdo com a massa acumuladai de néctar (Fig.
4.3C), num padrao similar a relagdo observada entre a temperaturaf do ar e a idade
da flor (Fig. 4.2A). O acimulo de massa de nectar foi, entretanto fﬁndependente da
temperatura do ar, apresentando uma relagéo linear com a idade da :;ﬂor (Fig. 4.3A).

Assim como nas demais espécies, em P. pentagona a variag:éfo do numero de
espécies de visitantes foi independente da concentragao do néctari(Fig. 4.3D) e do
variabilidade das médias das massas acumuladas de néctar (Fig. ;@4.3E) e de suas
concentracdes (Fig. 4.3F). t

A Relagéo entre Volateis, Néctar e Temperatura do Ar com a Visitagéo

Dos 23 grupos de compostos isolados das flores (Tab. 4.3), 11 foram
selecionados por sua importancia marginal para a CCA e, juntos cofm a temperatura
do ar e as caracteristicas do néctar, constituiram uma matriz de variéveis ambientais
(Tab. 4.4) em relagio as matrizes de chegada (Tab. 4. 1) e de visitaééo (Tab. 4.2).

Os padrdes de chegada dos visitantes as flores ndo foram aleatorios e
também n&o foram associados as caracteristicas do néctar, mas apfresentaram uma
relagdo significativa com quatro grupos de volateis, entre as 17 variéveis ambientais
testadas. Houve uma polarizagdo entre beija-flores, que chegaram as flores
independentemente dos sinais quimicos, e abelhas cuja chegada foi associada a
compostos volateis, tais como os ésteres de &cidos alifaticos de cadeia longa, os
alcoois e os aldeidos alifaticos de cadeia longa e os benzenodides, um grupo formado
por alcoois aromaticos e fenilpropandides (Fig. 4.4.1A-B, 4.4.2A-B). Esses quatro
grupos explicaram 60,7% da inércia total daquela matriz (Tab. 4.5).

Pela contribuicdo do primeiro eixo canénico, 0s alcoois - alifaticos foram
associados, principalmente, a chegada de C. analis e C. lutea. Os eiigiossine_os e 0s
demais antoforideos - C. longimana, E. flava e X. frontalis - reiacio:naram-se menos
com estes alcoois e apresentaram uma pequena associagéo com outros trés grupos
de compostos. Os beija-flores foram ordenados em oposicdo aés volateis. Pela
contribuicdo do terceiro eixo, os benzendides se relacionaram fcirtemente com a
chegada de E. flava, de maneira mais forte até do que com as espécies de
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Euglossini. X. brasilianorum e X. ordinaria apresentaram uma peéiuena relagdo com
0s volateis, com leve afinidade pelos benzendides (Fig. 4.4.1A-B, 4.4.2A-B).

Quanto ao padrdo diario de visitas as flores, sete grup;_os de compostos
volateis, trés caracteristicas do néctar e a temperatura do ar explicaram 70,2% da
inércia total da matriz (Tab. 4.6). Todos os grupos de cémpostos volateis
relacionados com a chegada dos visitantes tambem contribuirarf.t para 0s padrbes
horarios de visitagdo as flores. Dos quatro grupos de volateis f;que associados a
chegada das abelhas, apenas os benzendides e 0s esteres de acidos alifaticos
contribufram para os padrdes diarios de suas visitas. Alem deiesf@ uma ligagdo mais
forte com a temperatura do ar € a concentragdo do nectar leva;ram a polarizagéo
entre beija-flores e abelhas (Fig. 4.5.1A-B, 4.5.2A-B). f

Pela contribuigdo do primeiro eixo canénico, 0s benzenéidés e os ésteres de

4cidos alifaticos foram associados com C. analis, C. longimana, E. flava, X. frontalis
e todos o0s euglossineos, menos E. cordata. Esta abelha foi érdenada entre os
benzendides e os acidos alifaticos de cadeia longa, numa rélagéo fortemente
relacionada & temperatura do ar. A atividade de C. lutea, X érasilianorum e X
ordinaria esteve mais ligada aos aumentos da concentragdo méélia do néctar e de
seu erro padrio e aos ésteres de écidos alifaticos, alcoois sesquiterpénicos e
alcanos e alcenos de cadeia longa (Fig. 4.5.1A-B, 4.5.2A-B). }

Pela contribuigdo do terceiro eixo, C. analis, C. lutea e E. ;seabrae toleraram
melhor os aumentos na variabilidade da concentragfo do néctar f;expressa pelo erro
padrdo que os demais visitantes. A atividade de E. flava, E rus?ica e E. nigrita foi
afetada pelos benzenoides e pelos acidos alifaticos de cadeiaég jonga, num setor
marcado por aumentos da concentragéo média do néctar e da ten}peratura do ar. As
outras abelhas apresentaram uma relagdo com os benzendides eé;c:om os ésteres de
4cidos alifaticos (Fig. 4.5.1A-B, 4.5.2A-B). _f

Os beija-flores A. fimbriata e P. guainumbi foram ordenadc}s em oposicdo as
abelhas, associados com dois grupos de volateis, representadé;s pelos alcoois e
pelos aldeidos alifaticos de cadeia longa, e com uma variagéé da massa média
acumulada de néctar (Fig. 4.5.1A-B, 4.5.2A-B). Em relagdo & proporgao de flores
visitadas por turno de visita dos beija-flores (Tab. 4.7), o modelo cfontendo estes dois
vetores de volateis foi altamente significativo quando testado atr%vés de regressao
logistica, apresentando, entretanto, um ajuste desprezivel em ?eiagéo aos dados
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originais (Tab. 4.8). Um ajuste mais expressivo que o anterior foi obtido pelo modelo
altamente significativo que relacionou apenas os alcoois aliféticoség com 0s padrées
didrios das visitas em que os beija-flores tomam néctar. Neste cas;éo, a contribuicéo
dos aldeidos néo foi significativa. O modelo que continha estesi dois grupos de
volateis também foi altamente significativo e com ajuste satisfatérici aos dados, mas

os coeficientes ligados a eles nao foram significativos (Tab. 4.9).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os sinais quimicos estiveram ligados & chegada de abelhas as fiores
estudadas; no entanto, os beija-flores localizaram o recurso indepebdentemente dos
volateis florais. Esta diferenga na relagéo entre abelhas e beija~ﬂoﬁes era esperada,
pois 0s insetos, de um modo geral, vivem num mundo de sinais q&fmicos, as vezes
de especificidade elevada como a dos feromonios (Harbérne, 1993). As
caracteristicas do néctar ndo se relacionaram nem 0s beija—ﬂores; nem as abelhas
guanto & localizagdo das flores, deixando claros 0s limites éntre 0 Pprocesso
informativo (Dusenberry, 1992) envolvendo os sinais volateis, e o processo trofico
(Waser et al., 1996) ligado ao néctar.

Entre abelhas solitarias, como as gue visitam . pentagona é esperada uma
linguagem quimica mais simples quanto as respostas etologicas emvoiwdas, do que
a existente entre as de habito social (Eickwort & Ginsberg, 1980, ijerling et al. 1989;
Dukas & Real, 1993). Segundo Dukas & Real (1993), as resposﬁas que os sinais
quimicos florais provocariam em abelhas solitarias estariam Iimiﬁadas a atividade
sexual. Ndo parece ser este o caso em P. pentagona, pois macﬁos e fémeas de
algumas das espécies de abelhas visitaram as flores. Na verdadé, 0s servigos de
polinizagdo nos quais a motivagdo das visitas &€ dada por cciinpostos volateis
semelhantes aos feromdnios sexuais de abelhas, estéo restritoé, até agora, aos
casos de pseudocopula em Orchidaceae, envolvendo ape:éas machos de
himenopteros (Silva, 1996).

Entre os ésteres de acidos alifaticos, os formados com a!cocus alifaticos de
cadeia longa tiveram forte relagdo com a localizagéo das flores de ;P. pentagona por
C. analis e C. lutea (Fig. 4.4.1A-B). Este grupo de compostosé de odor ceroso
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(ALDRICH, 1993) esta presente na secrego dos elaitforos, colet;é\da pelas fémeas
de Centridini, e ficam em contato com os individuos desde a fase inicial do
desenvolvimento larval (Vogel, 1983; Buchmman, 1887, Vinson ét al., 1997). Este
fato seria suficiente para desenvolver, inclusive, uma prefeféncia inata pela
habituagéo (Roubik, 1989) e, possivelmente, explicaria uma respoéta tdo expressiva
dessas duas espéecies de abelhas. |

Os ésteres de acidos alifaticos de cadeia longa encontrados entre os voiateis
das flores de P. pentagona e V. neoglutinosa também ocorrem nos feromdnios
utilizados na marcagéo de territorios onde machos de Centris adéni (Vinson et al.,
1982) e de Centris heitausi (Coville et al, 1986) patrulham em E)usca de fémeas.
Frankie et al. (1980) especularam que estes feromonios atraéria?n fémeas para o

territério de acasalamento; entretanto, este efeito tem sido raraménte demonstrado

(Duffield et al, 1984) e, em principio, ndo justificaria a atragéo para as flores
estudadas. A atividade de X frontalis, que ndo coleta dleo em f‘iores, tambem foi
diferenciada em relagio aos ésteres de 4acidos alifaticos das ;ﬂores estudadas,
sugerindo que as respostas dos antoforideos a este grupo de com{jaostos sejam mais
generalistas. :

A relacdo dos benzenoides, alcoois aromaticos e fenelpropanmdes com a
chegada de antoforideos & flor, em particular £. flava, foi maior qug na chegada das
abelhas da tribo Euglossini (Fig. 4.4), apesar dos benzendides sérem considerados
bastante atrativos em iscas para machos de abelhas desta tribo (Williams & Whitten,
1983). Ndo apenas machos, mas também fémeas de Euglossini f;fisitaram as flores
de P. pentagona. Como visitas de fémeas n&o tém sido relatédas as flores de
perfume (Dressler, 1982) que muitas vezes possuem 08 benzeébides entre seus
volateis (Williams & Whitten, 1983), e possivei que apesar dos eieitos deste grupo
de compostos serem mais expressivos para os machos de e;ugiossineos, eles
também estimulem a atragdo em diferentes grupos taxonémico}s de abelhas. Os
benzenodides relacionaram-se a chegada de 11 especies d%a abelhas, entre
antoforideos e euglossineos. Isto indica pouca restrigdo de espediﬁcidade por parte
da planta, ao selecionar visitantes, refletindo também na ﬂexibiiihade das abelhas

em responder a estimulos volateis (Bergstrom, 1991). :
Se as visitas de abelhas a P. penfagona estivessem hgadas apenas aos

benzendides, seria mais facil entender porque nao visitam as outr;as duas espécies,
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nas quais eles ndo ocorrem. Proporcdes de &cidos graxos de cadeia longa,
equivalentes as que ocorrem nos primeiros horarios da antese defP. pentagona, s6
vio ocorrer duas a trés horas mais cedo em relagéio as amostras de V. neoglutinosa
(Tab. 4.4, Fig. 4.4.1B). Assim, é possivel que as abelhas detectem e se mantenham
nas flores de P. pentagona, antes que 0s acidos graxos de cadeia longa afinjam
proporcdes expressivas em V. neoglutinosa. De fato, foi demonstr@do gue operarias
de Apis meliifera, depois de treinadas com duas substancias volateis para pousar
em flores artificiais em periodos diferentes do dia, repetem o padréo de pouso
quando ambas as flores aromatizadas séo oferecidas simultaneaménte (Koitermann,
1974). _
Caso este comportamento, ligado a memoria de aprendizadb, ocorra também
entre as abelhas envolvidas no sistema estudado, a restricdo das abelhas as flores

de P. pentagona seria uma conseqiéncia do fato de detectarem a flor desta espécie
antes de receberem o mesmo estimulo proveniente de V. neogii:tinosa. Como os
quatro grupos de volateis que participaram da chegada de abelhas:ocorrem ao longo
de toda a duragfo das flores de V. neoglutinosa, néo haveria outro motivo para que
abelhas nao as localizassem (Fig. 4.4.1A-B).

Além dos volateis, as temperaturas do ar e as concentragﬁés do néctar mais
altas contribuiram para a polarizagdo entre a atividade diaria ?de beija-flores e
abelhas (Fig. 4.5.1A, 4.5.2A). A relagdo da temperatura do ar foi maior com E.
cordata que nas demais abelhas, todas de grande porte, e pode ser reflexo de uma
necessidade energética, intrinseca & termorregulagéo das abelhas f-(Roubik, 1989).

O padrdo diario de visitas das abelhas de grande porte as flores de P.
pentagona esteve ligado a concentragbes de néctar mais altas. Esta resposta reflete
uma limitagdo metabdlica deste grupo de abeihas para lidar com a agua exdgena
(Bertsch, 1984; Roubik, 1989). Em Xylocopa capitata, por exemplo, ocorre intensa
producéo de agua metabdlica devido as altas taxas respiratériasidurante o véo. O
equilibrio hidro-eletrolitico nesta espécie depende nao s6 da éxcrec;,éo da agua
endégena, mas também de uma reabsorgdo de ions, paralela a eiiminagéo de agua
(Nicolson, 1990). Este balanco entre a agua endogena e a exdgena € muito
importante para abelhas, pois Xylocopa mordax utiliza movimentos bruscos da
lingua para concentrar gotas de néctar de 49% para 62% antes de toma-las como
alimento (Corbet & Willmer, 1980). |
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A atividade diaria dos beija-flores foi associada aos a!deidos e aos alcoois
alifaticos de cadeia longa (Fig. 4.5.1A, 3.5.2A), apesar de sua chegada as flores néo
ser dependente destas substancias. Os alcoois alifaticos apreséntaram, contudo,
uma relacéo significativa com as presengas consecutivas dos beija-flores (Tab. 4.7,
4.9). O consenso atual entre ornitdlogos, entretanto, € de que os passaros
apresentam uma percepgéo olfativa fraca (Harriman & Berger, 1986). Apesar disto,
tem sido demonstrado que existe em aves uma percepgéo de sinais quimicos que
participam da localizago (Harriman & Berger, 1986) e da selecdo (Jakubas &
Mason, 1991) de alimentos, da habituagéo a localizagio de domicilios (loale ef al.,
1990) ou mesmo de interagbes entre presas e predadores (MaSon et al, 1991),
sendo a quimiorrecepcdo dos sinais realizada pelo nervo trigémeo (Jakubas &
Mason, 1991). | |

Através de alguns experimentos comportamentais, realizados numa
populagdo silvestre de beija-flores, Goldsimith & Goldsimith (1982) demonstraram
que Archilochus alexandri apresenta um sistema olfativo funcional, sendo capaz de
habituar-se a sinais volateis e associa-los, principalmente, a condigdes
insatisfatérias do néctar. Os referidos autores salientaram ainda a necessidade de
uma investigagdo mais extensa, incluindo uma variedade maior de substancias
quimicas, e até mesmo experimentos eletrofisiolégicos para estabelecer uma idéia
mais conclusiva sobre o assunto. Se for comprovada algdma resposta de
troquilideos a compostos volateis, € possivel que ocorra com um mecanismo de
habituagdo, participando, eventualmente, do refinamento de sua atividade diaria de
forrageio. :

Finalmente, nestas trés espécies estudadas, os sinais volateis foram
importantes na chegada dos visitantes e na definicdo de padrées diarios de
visitacdo. A segregacéo dos visitantes entre as plantas, entretanto, levou em conta
também, um fator comportamental relativo ao periodo do dia de détecc;éo dos sinais
quimicos e o aprendizado associativo deste sinal ao nectar éomo recurso. As
caracteristicas do néctar ndo levaram a localizagéo das flores péios animais, mas
contribuiram para estabelecer a duragdo do periodo em que permaneceram

forrageando.
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Tabela 4.5. Anslise de Correspondéncia Candnica (CCA) das variaveis ambientais relativas aos grupés de compostos do exbrate
em diclorometano, as caracterfsticas do néctar e & temperatura do ar que apresentaram importfincia condicional para uma
relagfo significativa entre os padrdes horérios de chegada dos visitantes s flores de Vriesea neogiuz‘mosa Passiflora penfagona
e Melocactus violaceus.

Varidveis Ambientais P . F Inércia
Esteres de Acidos Alifaticos .01 . 642 0.64
Aleoois Alitaticos de Cadeia Longa .01 © 842 0.52
Alcocis Arométicos e Fenilpropandides 0.01 ©5.39 0.37
Aldeidos Alifaticos de Cadeia Longa 0.01 ;546 0.31
Inércia
Total : 3.03

%, Autovalores Candnicos ; 1.84

Teste de Monte Carlo (399 permutagbes)

Traco da Matriz p<0.01 . 810
1° Eixo Candnico p<0.01 . 794
Parimetros da Correspondéncia Candnica Eixose;Canénicos
1 A 3°

Autovalor 0.830 .; 0.581 0.348
COITEi&(}EO entre espéciesfvariaveis ambientais 0.973 : 0.908 0.510
Varidncia {%) acumulada para: :

matriz de espécies 274 ; 466 60.7

relacdo espéciesivariaveis ambientals 45.2 . 76.8 96.8

Tabela 4.6. Andlise de Cormrespondéncia Candnica (CCA} das varigveis ambientais relativas aos grupo$ de compostos do exfrato
em diclorometano, a5 caracteristicas do néctar ¢ & lemperatwra que tiveram contribuiclio; suficiente para explicar
significativamente os padrdes hordrios de visitaglio as flores de Vresea neoglutinosa, Passiflora: pentagona e Melocactus
violacaus. :

Variaveis Ambientais P . F Inércia

Esteres de Acidos Alifaticos 0.01 P13.97 0.53

Temperatura do Ar 0.0t ©3.20 0.11

Alcoois Sesquiterpénicos 010 ¢ 1.8 0.06

Alcanos e Alcenos de Cadeia Longa 0.08 o 243 0.67

Erro Padrdo da Média da Concentragio do Néctar 0.05 o275 0.08

Média da Concenfrago do Néctar 6.13 =Y 0.08

Erro Padrao da Média da Massa Acumulada de Néctar 0.21 - 115 0.03

Alcoois Alifatices de Cadeia Longa (.45 Long2 6.03

Aldefdos Ajifaticos de Cadeia Longa 0.43 R 0.05

Alcoois Aromaticos e Fenilpropanéides 0.34 S 113 0.03

Acidos Alifaticos de Cadeia Longa 0.06 ©R219 Q.06
inéreia :

Totat 1.43

¥ Autovalores Candnicos : 1.07
Teste de Monte Garlo :

Trago da Matriz p<0.01 - 3.69

1° Eixe Candnico p=<0.01 ©13.05

Parametros da Correspondéncia Candnica Eixos Candnicos
10 20 30

Autovalor (.696 S 0148 0.115
Correlagdo entre espéciesivariaveis ambientais 0.870 © 0.823 0.886
Varidncia (%) acumulada para: ;

matiiz de espécies 48.2 © 885 66.5

relaglio espéciesivariaveis ambientais 64.9 © 788 89.5
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Tabela 4.7. Turnos e numero de flores visitadas por beija-flores e as proporgdes de aldeidos e de
Alcoois alifaticos de cadeia longa em Vresea neoglutinosa (V) Passiflora pentagona (P) e

Melocactus violaceus {M).

AMOSTRA PRESENGA TURNO VISITAS (N) FLORES ALDEIDO ALCOOL
(N) SIM NAO (N) logit(%)  logit(%)
V06 1 2 11 1 6 3.84 567
V07 1 4 23 1 6 -3.04 418
V08 1 4 23 1 6 -1.96 -3.82
V09 1 5 21 9 6 -3.20 -3.91
V10 1 3 14 4 6 216 7.09
V11 1 3 i3 5 6 1.82 -3.43
V12 1 1 6 0 6 2,42 -4.33
V13 1 3 16 2 6 -1.83 -3.62
V14 1 4 21 3 6 1,36 475
V15 1 4 17 7 8 -1.43 -3.52
V16 1 1 2 4 6 219 4,05
vi7 o o o0 5 __ 5 272 547
PO7 0 0 0 5 5 -19.11 -19.11
P08 1 3 13 2 5 19.11 19.11
PO9 1 3 11 4 5 3.88 4.46
P10 0 0 0 5 5 .3.86 19.11
P11 0 0 0 5 5 19.11 19.11
P12 0 0 0 5 5 6.49 1911
P13 0 0 0 5 5 3,49 1811
P14 0 0 0 5 5 3,63 49.11
P15 1 3 10 5 5 19.11 19.11
P16 1 3 11 4 5 19.11 19.11
P17 1 3 13 2 5 19.11 19,11
__ P 1A S 4911 19
M15 1 9 19 35 6 -19.11 49.11
M16 1 6 26 10 6 19.11 1911
M17 1 4 9 15 6 19.11 19.11
M18 0 0 0 6 6 19.11 -19.11
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CONSIDERAGOES FINAIS

As cinco espécies vegetais estudadas ndo possuem uma relacéo taxondmica
estreita e, além disto, a histéria natural e a biclogia reprodutiva de cada uma delas
apresenta particularidades bem distintas. Considerando, contudo, a questdo central
deste trabalho, qual seja, o papel que as fragrancias e o nectar desempenham na
definicdo de padrbes horarios de visitagdo as flores, os resultados obtidos ressaltam
alguns aspectos importantes.

O néctar e as fragrancias foram as variaveis florais observadas nas cinco
espécies vegetais. Em todas as espécies estudadas a secrecdo de néctar e a de
volateis apresentaram uma dinamica propria e variavel com a idade da flor e, nestas
condicdes, o poder de informagao de uma Unica amostragem pontual teria sido
bastante limitado. A distribuicdo dos varios pontos amostrais ao longo do tempo de
duragdo da flor foi fundamental para uma abordagem mais adequada ao processo
real de secrecéo e suas conseqlencias para a biologia reprodutiva das platnas.

Partindo dos aspectos mais gerais, a auséncia de relacéo entre a secregdo
de com a temperatura ambiente nas especies estudadas reforca a idéia de que 0s
respectivos processos secretores ocorrem sob refinado controle celular (Lutige &
Schnepf, 1976) intrinseco a flor (Vogel, 1983). Em conseqﬂéncié, a secreciéo de
néctar e fragrancias florais também n&o foi correlacionados aos ritmos meramente
circadianos dos visitantes florais, ligados a variagbes da temperatura do ar.

Como este trabalho teve um delineamento observacional, ele foi limitado
quanto ao estabelecimento de dependéncia dos padrbes horarios de visitacdo em
relagho a0 néctar efou aos volateis florais. Respostas mais conclusivas
demandariam um delineamento essenciaimente experimental, com controle rigoroso
sobre as variaveis em teste. A aplicagéo da Andlise de Correspondéncia Candnica
(CCA) permitiu, contudo, ir além das avaliagdes meramente exploratorias (Palmer,
1993). Desta forma, foi possivel ndo s6 o dimensionamento dos gradientes
existentes num conjunto de dados obtidos em condigdes naturais que, via de regra,

sio bastante ruidosos, mas também explicitar o teror de varidncia que nao foi
explicadas pelas varidveis ambientais amostradas (ter Braak, 1990, Palmer, 1993).
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Diante expectativa de que um incremento na atragéo de polinizadores
favorecesse um aumento de o6vulos fecundados nas flores zodfilas (Harder &
Barrett, 1996), a relagéo entre diversificacdo quimica do nimero de diferentes
compostos volateis e a demanda de vetores de polen néo foi expressiva para as
espécies estudadas. Houve até uma baixa similaridade do perfil de volateis entre
morfos masculinos e femininos de B. dracunculifolia, uma espécie que s6 produz
sementes pela atuacéo dos polinizadores que séo atraidos a suas flores. Nos casos
estudados, o papel da sinalizagdo floral esteve ligada mais a aspectos qualitativos,
envolvendo provavelmente respostas com seletividade variavel a determinados
grupos volateis.

A selecdo sobre o investimento na atratividade da flor e sobre a produgéo de

recurso floral também parece convergir para um aumento na reprodugdo sexuada

em plantas (Cohen & Shmida, 1993). Comparando Eriotheca candofleana e
Passiflora pentagona, duas espécies auto-incompativeis, 0 aumento da atratividade
da flor tende a trazer conseqiéncias bem distintas. Tanto em E£. candolleana com
em P. pentagona, a atratividade floral resulta da interacio dos sinais florais
propriamente ditos, incluindo os volateis e 0s visuais, e da produgdo numerosa de
flores. Estas duas espécies vegetais sofrem, contudo, as limitagbes a produgéo de
sementes conseqlentes da geitonogamia (Mulcahy et al, 1992 Klinkhamer & de
Jong, 1993; Harder & Barret, 1996; Snow ef al.,, 1996). Com em E. candolleana a
incompatibilidade & pos-zigética, sem as barreiras gametofiticas anteriores a
fecundagdo que favorega o podlen exdgeno, COMO OCOMME em P. pentagona, ©
impacto da competicdo entre 0 polen endégeno e o exdgeno sobre a produgdo de
sementes em E. candolleana tende a ser mais expressivo.

Klinkhamer & de Jong (1993) propuseram que a redugdo na atratividade floral
poderia reduzir o impacto da geitonogamia sobre a produg@o de sementes em
sistemas auto-incompativeis, mas, efetivamente, se a atratividade floral for inferida
pelo nimero de diferentes espécies que visitam as flores, E. candolleana e F.
pentagona ainda continuam muito proximas. Caracteristicas intriscecas a0
comportamento dos visitantes, tais como o grau de constéancia floral e erraticidade
nos trajetos de rotas de forrageio (Snow ef al., 1996), também podem contribuir para

contornar a geitonogamia e parece que E. candolleana se beneficia delas para

garantir uma certa produgéo de sementes. Na verdade, a atratividade floral e a
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reproducd0 em E. candolfeana estdo sujeitas a uma dinamica que pode ser
adequada aos processos de dindmica de modulos em populagdes vegetais.

Este trabalho acompanhou a quimica floral e a visitacdo de um unico pulso
de abertura de flores que, por sua vez, apresentou assincronia em relagdo aos
eventos florais intrinsecos, como a separagio das pétalas, producéo de néctar e
diversificagdo de volateis florais. Efetivamente as flores se abrem em diversos
outros pulsos ao longo do dia, como se fossem coortes, cada um com dinamica
propria e, provavelmente, assincronia dos eventos florais internos. E possivel que 0
estimulo dos visitantes a continuar buscando flores diferentes, em meio a uma
disponibilidade floral tdo elevada, seja uma consequéncia da imprevisibilidade
gerada pela assincronia de eventos florais, dificuitando a associagéo, esperada para

0 visitantes, entre a atratividade floral e a oferta de recurso (Cohen & Shmida,

1993: Dukas & Real, 1993). Novos estudos, centrados nos diversos pulsos diarios
de abertura de flores em E. candolfeana, poderiam trazer outras informagdes muito
importantes.

A seletividade entre flores e seus visitantes foi outra quest&o abordada, a
distribuicdo de abelhas e beija-flores na visitagdo a trés espécies vegetais
sintopicas. Em principio, a restrigio de abelhas as flores de P. pentagona, mesmo
quando ramos desta espécies praticamente encostam em Melocactus violaceus e
em Vriesea neoglutinosa, nao pbde ser correlacionada & uma diferénciagéo quimica.
Isto ndo significa, entretanto, que exista efetivamente uma relagdo entre sinais
volateis e a selecdo de visitantes. Se Trigona spinipes, uma abelha social nativa de
ampla distribuigio geogréfica, for tomada como um indicador, delimita-se uma
questdo importante sobre os motivos pelos quais esta abelha n&o foi observada em
P. pentagona. Isto porque ela esta presente na mesma area que P. pentagona,
visitando outras flores, e que, em outras regides chega a acarretar problemas de
produtividade para o cultivo de Passiflora edulis (Sazima & Sazima, 1989).

A busca de perfis quimicos de aromas florais caracteristicos para as
sindromes de polinizagdo continua, contudo, motivando pesquisadores (Knudsen. &
Tollsten, 1993; Knudsen & Tollsten, 1995). Os diferentes estudos apresentam como
caracteristica comum: uma investigacdo um tanto tendenciosa entre flores tipicas e
exclusivas da propria sindrome. Abordagens com este tipo de tendéncia tém

produzido conclusbes ecologicas interessantes mas imbutidas de um certo
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equivoco, como a de deslocamento de fenologia em guilda de flores ornitdfilas para
evitar competicdo entre polinizadores (Stiles, 1977, Stiles, 1978; Murray ef al., 1987}
quando o estudo néo inclui as espécies ndo ornitdfilas que compdem a comunidade
(Murray et al., 1987, Pleasants, 1990).

Cuidados no estabelecimento destes perfis quimicos tém sido fortemente
recomendados, principaimente quando sao feitas inferéncias de respostas dos
visitantes florais a aromas - percebidos pelo homem. O olfato humanc é
sensorialmente muito limitado (Vogel, 1963), em relagdo a outros grupos de animais
(Dusenbery, 1992) entre os quais estéio os que visitam flores, e é mais comumente
sensibilizado pelo conjunto de componentes majoritarios das fragrancias (Kaiser,
1993) que, por sua vez, estdo sujeitos a convergencias ecoldgicas (Knudsen &

Tolisten, 1995).

Nem mesmo listagens quimicas de compostos majoritarios permitem tal
inferéncia, a no ser que os efeitos dos volateis sobre o visitante em questao ja
estejam disponiveis na literatura. De fato, nas cinco especies estudadas, 0s
compostos majoritarios néo foram os que deram maior contribuicdo para a definigao
dos padrbes horarios de visitagdo. Este fato ndo se altera, mesmo se forem
retirados os compostos de cadeia carbonada longa, comumente originarios das
ceras epicuticulares, e que podem aparecer Como artefatos comuns dos processo
de extracdo de volateis em solvente apolar (Bergstrom et al., 1980; Ylipahkala &
Jalonen, 1992).

Waser et al. (1896) ponderam que estudos objetivando conclusdes deste tipo
devam incluir um numero bem mais amplo de espécies, com a devida
representatividade da diversificagéo nas comunidades estudadas. Em principio, esta
idéia também pode ser aplicada as buscas de relagbes filéticas entre os grupos
taxondmicos de plantas e de polinizadores, buscando padrbes que nao séo

aleatorios, em meio a tantos outros estocasticos.
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