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RESUMO

Orchidaceae € uma das maiores familias de angiospermas, que engloba espécies
polinizadas por diversos grupos de polinizadores. As abelhas da tribo Euglossini, séo
chamadas das “abelhas das orquideas”, devido a grande quantidade de espécies que sdo
polinizadas por elas, entre essas espécies estdo as do género Sarcoglottis. O objetivo
deste trabalho foi investigar a biologia floral e reprodutiva de Sarcoglottis grandiflora,
enfatizando o papel de odores na atracdo dos polinizadores e também avaliar o efeito da
fragmentacdo na interacdo planta-polinizador em trés areas de diferentes tamanhos de
Mata Atlantica do estado da Paraiba. Sarcoglottis grandiflora é autocompativel (indice
de incompatibilidade= 1), mas que precisa de um vetor para promover a polinizacao,
pois espontaneamente a formacdo de frutos é muito baixa (11,66%, n=60), quando
comparada a polinizacdo natural nas areas de estudos, que foi de 77,47% (n=333). Ela é
polinizada por duas espécies de abelhas Euglossini, Eulaema atleticana e E.
bombiformis. O néctar é produzido em pequena quantidade (3,33+1,16 ul por flor), e
alta concentracdo (38,86 +10,93 % por flor), caracteristico de espécies polinizadas por
abelhas. O odor possui compostos simples, como Nerol e Geraniol. Esses compostos
geraram despolarizacdo das antenas dos polinizadores que foram atraidos nos biotestes.
A maior frequéncia de visita dos polinizadores ocorreu pela manha, coincidindo com o
horario de maior emissdo do odor floral de S. grandiflora (F,2, = 24,565; p< 0,001). O
sucesso reprodutivo dependeu da frequéncia da espécie polinizadora mais eficiente,
Eulaema atleticana, pois em areas com menor frequéncia desse polinizador a formacéo
de frutos também foi menor (H= 8,174; df=2; p=0,016). Portanto, S. grandiflora mostra

grande especificidade e dependéncia de seu principal polinizador, Eulaema atleticana.

Palavras-chave: Abelhas das orquideas. Perfume floral. Biologia da polinizacéo.



ABSTRACT

Orchidaceae is one of the largest family of angiosperms. Several groups, like
Euglossine bee, called ‘orchid bees’, pollinate orchid flowers. Sarcoglottis is a
Orchidaceae genus pollinated by orchid bees. This work was aimed to understand the
floral and reproductive biology of floral and reproductive biology of Sarcoglottis
grandiflora, evidencing the role of scent in the attraction of pollinator and the effects of
fragmentation on plant-pollinator interaction in three Mata Atlantica fragments of
different sizes. Sarcoglottis grandiflora is self-compatible, (incompatibility index:
1.003), but requires a vector to provide pollination, since spontaneously the spontaneous
fruit set was very low (11.66%, n = 60), compared to the natural fruit set reproductive
success in the study areas (77.479%, n = 333). Two species of bees were observed
visiting the flowers of Sarcoglottis: Eulaema atleticana and E. bombiformis. The nectar
is produced in small amounts (3.33+1.16 ul) and high concentration (38.86+10.93 %),
as it commonly happened in bee pollinated species. The odor has simple compounds,
such as Nerol and Geraniol. This compounds triggered pollinator antennal
depolarisation and attracted them during field bioessays. The highest frequency of
pollinator visitation occured in the morning, which coincides with the greatest odour
emission time of the S. grandiflora (F2, 22 = 24,565, p <0.001). The studied orchid
reproductive success depends on the frequency of the most efficient pollinating species,
Eulaema atleticana, since in study areas with lesser pollinator the frequency of fruit
fruit set was lower (H = 8.174, df = 2, p = 0.016). Therefore, S. grandiflora shows a

great specificity and dependency with its pollinator.

Key-words: Orchid bees. Floral scent. Pollination biology.
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1 INTRODUCAO

E comum observar especificidade entre as espécies da familia Orchidaceae e seus
polinizadores (TREMBLAY, 1992), assim como mecanismos rebuscados envolvendo a
transferéncia do pdlen. Apesar de a maioria das orquideas ser autocompativel (VAN DER
PIJL; DODSON, 1966; NEILAND; WILCOCK, 1998), o que garante uma Seguranca
reprodutiva no caso da auséncia de um polinizador (CAETANO; CORTEZ, 2014). A
polinizagdo cruzada parece uma regra na familia (VAN DER PIJL; DODSON, 1966), pois a
presenca do rostelo (parte do estigma que projeta-se para frente como um bico), em muitas
orquideas, impede a deposicdo da polinea na superficie estigmatica sem o auxilio de um vetor
(ARDITTI, 1992).

Abelhas da tribo Euglossini sdo conhecidas como ‘“abelhas das orquideas”, pois
polinizam um grande numero de espécies da familia Orchidaceae (DRESSLER, 1981;
ROUBIK; ACKERMAN, 1987). Geralmente existe uma sincronia da floracdo das orquideas e
o0 periodo de maior atividade das abelhas Euglossini (ACKERMAN, 1983), o que reforca a
grande dependéncia de espécies de Orchidaceae polinizadas por elas. Na regido neotropical,
cerca de 600 espécies de orquideas produzem fortes perfumes florais, ao invés de néctar ou
polen, como recompensa para Seus polinizadores. Esses perfumes sdo coletados
exclusivamente por machos de abelhas Euglossini que efetuam a polinizagdo das plantas ao
coletar os perfumes (DRESSLER et al., 1982; OLIVEIRA et al.,, 2005, CARVALHO;
MACHADO, 2002; MILET-PINHEIRO et al., 2015), mostrando a grande especificidade
dessas interacOes. Diferente das plantas, que dependem exclusivamente dos machos de
Euglossini como polinizadores, as abelhas ndo dependem exclusivamente das orquideas como
fonte de perfume (ROUBIK; ACKERMAN, 1987; SINGER, 2004), ja que 0s mesmos podem
coletar perfumes de plantas de outras familias (SAZIMA et al., 1993, CARVALHO;
WEBBER, 2000) e também de outras fontes como folhas, resinas de cascas de arvores,
fungos, entre outros (DRESSLER, 1982; RAMALHO et al., 2006; WILLIAMS; WHITTEN,
1983).

Estima-se que mais de 60 volateis florais produzidos por orquideas sdo conhecidos
(HARBORNE, 1993). No entanto, esse nimero pode ser bem maior, como demonstra um
trabalho recente, onde, em uma Unica espécie de orquidea, foram encontrados cerca de 100
compostos (MILET-PINHEIRO et al., 2015). Esses volateis podem ser tanto o recurso
procurado quanto atrativos florais (VARASSIN; AMARAL-NETO, 2014). No caso de
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recursos, seu papel ainda é um tanto enigmaético, apesar de estudos indicarem fortemente que
0s mesmos estdo ligados de alguma forma ao comportamento reprodutivo dessas abelhas
(WILLIAMS; WHITTEN, 1983). Como atrativos, eles indicam a presenca da disponibilidade
de recurso (ARGUE, 2012).

Sarcoglottis grandiflora (Lindl.) Klotzsch é uma espécie de Orchidaceae, que faz parte
do grupo Pelexia aliance, o qual tem como caracteristica as polineas com viscidios adesivos
que se fixam no labrum de abelhas (SINGER; SAZIMA, 1999). Estudos envolvendo espécies
do género e seus polinizadores mostram a interacdo com abelhas da tribo Euglossini
(ROUBIK; ACKERMAN, 1987; SINGER; SAZIMA, 1999). Tanto a espécie de orquidea S.
grandiflora, como as abelhas da tribo Euglossini ocorrem em areas de Mata Atlantica
(BARROS et al., 2009; SILVEIRA et al., 2002), a qual é considerada um “hot spot” mundial,
pela grande biodiversidade, alto grau de endemismo e avancado grau de desmatamento
(MYERS et al.,2000).

A fragmentacdo da Mata Atlantica reduz a area e a qualidade dos habitats para as
abelhas Euglossini (NEMESIO, 2013) que, apesar de voarem longas distancias (WIKELSKI
et al., 2010) em éareas de mata continua, podem ser afetadas por essa fragmentacao
(NEMESIO; SILVEIRA, 2006). A vulnerabilidade de um organismo & fragmentacio depende
da sua historia de vida e caracteristicas ecoldgicas (DEVIES et al.,2004). Algumas espécies
de Euglossini, como Eulaema bombiformis Packard, 1869 e El. atleticana Nemésio, 2009,
ndo deixam os fragmentos de mata, o que resulta em uma area de forrageio mais limitada
(MILET-PINHEIRO; SCHLINDWEIN, 2005). Alternativamente, espécies como EI. nigrita,
sdo mais abundantes em areas fragmentadas, sendo até mesmo consideradas como indicadores
de éareas perturbadas (PERUQUETTI et al., 1999; NEMESIO; SILVEIRA, 2006). Os
tamanhos dos fragmentos e as distancias de conexdo com outros fragmentos sdo importantes
para garantir a sobrevivéncia dessas abelhas e das plantas que dependem delas para a
polinizacdo (POWELL; POWELL, 1987).
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1.1 PROBLEMATIZACAO

1.1.1 O papel do polinizador na familia Orchidaceae

Orchidaceae é uma das maiores familias de Angiospermas, com distribuicdo
cosmopolita e aproximadamente 25.000 espécies (GOVARTES, 2003), das quais
aproximadamente 2.500 estdo distribuidas em 235 géneros que ocorrem no Brasil (SOUZA,
LORENZI, 2012). Apesar de muitas espécies de orquideas serem autocompativeis, a
polinizacdo cruzada parece ser uma regra na familia (VAN DER PIJL; DODSON, 1966;
EDENS-MEIR; BERNHARDT, 2014).

A dependéncia de polinizadores € predominante na familia Orchidaceae, entretanto a
reproducdo assexuada pode acontecer em algumas espécies, com registros raros de apomixia
(ARDITTI, 1992; CATLING; CATLING, 1991) e, mais frequentemente, autogamia
(autofertilizacdo) (NEILAND; WILCOCK, 1998). A apomixia € a reproducdo assexuada, na
qual ocorre a formacao das sementes, com o desenvolvimento de embrides a partir de tecidos
do 6vulo, com omissdo da meiose e da dupla fecundacdo (ARDITTI, 1992; KOLTUNOW;
GROSSNIKLAUS, 2003). As espécies apomiticas de Orchidaceae podem ser obrigatérias ou
mais frequentemente facultativas, mantendo também a capacidade de se reproduzir
sexuadamente (KOLTUNOW; GROSSNIKLAUS, 2003).

A reproducdo assexuada é uma importante estratégia de seguranca reprodutiva, pois
especies que se reproduzem dessa forma possuem grande capacidade de colonizagdo e sao
independentes dos polinizadores (CAETANO; CORTEZ, 2014). Em contrapartida gerado
uma menor variabilidade genética em comparacdo a reproducdo sexuada, 0 que torna as
populacbes menos habeis a responder rapidamente a mudancas ambientais via sele¢do natural
(LEVIN, 2012; CAETANO; CORTEZ, 2014).

Grande parte das espécies da familia Orchidaceae é polinizada por apenas uma espécie
de polinizador, mas também hé registros, em proporcdo menor, de espécies polinizadas por
mais de um polinizador (DRESSLER, 1968; TREMBLAY, 1992; SCHIESTL; SCHLUTER,
2009, CARVALHO; MACHADO, 2006). Parece haver uma reducdo no numero de
polinizadores dos clados mais ancestrais em comparacdo as mais derivados da familia

Orchidaceae (TREMBLAY, 1992). A presenga nas orquideas das polineas, na qual toda carga
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polinica pode ser carregada em uma Unica visita, faz com que a transferéncia do pdlen através
da deposicdo da polinea seja mais precisa (TREMBLAY, 1992). Ao mesmo tempo, no caso
da presenca de um visitante ndo eficiente, que so retire, mas ndo deposite as polineas, em
apenas uma visita toda carga polinica de uma flor pode ser perdida (TREMBLAY, 1992).
Quando existem dois grupos de polinizadores para uma mesma espécie de planta,
podemos classifica-los como polinizadores priméarios e secundarios. Polinizador primario é
aquele com maior frequéncia e maior eficiéncia na polinizacdo em relacdo ao polinizador
secundario e, na maioria das vezes, € aquele relacionado com a sindrome floral apresentada
pela planta (ROSA-GUERRERO et al., 2014). No entanto ndo ha um consenso do conceito de
polinizador mais eficiente e uma série de fatores pode dificultar a sua identificacdo, como a
capacidade da planta de reconhecer qual seria esse polinizador (GOMEZ, 2002). Porém, ainda
utilizando a definicdo do Rosa-Guerrero (2014), em ambientes que sofrem perturbacdes pela
acdo antrépica o polinizador secundério, pode ser o Unico a realizar a polinizagdo cruzada, por

conta da auséncia do polinizador primario.

1.1.2 Recursos e atrativos florais em Orchidaceae

O néctar € o recurso floral mais produzido pelas plantas da familia Orchidaceae para
atrair polinizadores (VAN DER PIJL; DODSON, 1966, NEILAND; WILCOCK, 1998,
PEDRON et al, 2012), embora existam outros recursos presentes nas espécies dessa familia
como perfumes (DODSON et al., 1969, CARVALHO; MACHADO, 2002, MILET-
PINHEIRO et al. 2015), 6leos (STEINER, 1989) e menos frequentemente o pélen (GREGG,
1991). H& também muitas espécies dessa familia que séo classificadas como apresentando
flores de engodo, pois possuem estratégias para “enganar” o polinizador, que vem a procura
do recurso, porém ndo 0 encontra, mas acaba promovendo a polinizacdo cruzada
(ACKERMAN, 1986, JERSAKOVA et al., 2006).

Espécies de orquideas que produzem néctar tem maior formacdo de frutos em
comparacdo as especies que ndo apresentam nectar (NEILAND; WILCOCK, 1998). A
guantidade de néctar produzido influencia no comportamento do polinizador, determinando o
nimero e a duragdo de cada visita em cada flor (JERSAKOVA et al., 2008), uma vez que

quando a flor possui muito néctar o polinizador passa mais tempo visitando as flores de uma
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mesma planta, promovendo assim, possivelmente, a autopolinizagdo (deposi¢do de poélen na
superficie estigmatica da propria flor) e a geitonogamia (deposi¢do de polen na superficie
estigmatica de flores do mesmo individuo) (JERSAKOVA; JOHNSON, 2006). A producéo
de néctar nas orquideas parece ser uma estratégia que permite a reducdo da limitacdo do
polinizador que possui baixa frequéncia de visitas (NEILAND; WILCOCK, 1998,
SCHIESTL; SCHLUTER, 2009).

Os diferentes grupos de polinizadores possuem preferéncias em relacdo a composicao
e a concentracdo de néctar das plantas que sdo visitadas por eles (HEINRICH, 1975;). A
composi¢do quimica do néctar pode ter a funcdo de atracdo, como foi citado, mas também
pode ter a funcdo de protecdo, como contra pilhadores e microorganismos que infectam o
néctar (HEIL, 2011). Como compostos presentes no néctar para atracdo sdo conhecidos o
acetato de benzila, aclUcares e aminoacidos, e como compostos repelentes temos o catalpol,
nectarina e gelsemine, que sdo compostos secundarios (HEIL, 2011).

Para plantas polinizadas por aves, morcegos e borboletas a concentracdo do néctar é
diluida (15 a 25% de acucar), enquanto para plantas polinizadas por abelhas essa
concentracdo pode chegar a 50% de acucar (HEINRICH, 1975; GALETTO et al., 1997,
NICOLSON et al., 2007). Espécies de orquideas polinizadas por esfingideos produzem
volume em torno de 39 pL e concentracdo 15,2%, enquanto que as polinizadas por aves, 6,3
UL e 9,7% (MICHENEAU et al., 2009).

O perfume do néctar é importante para sinalizar a sua disponibilidade ao polinizador,
testes de preferéncia dos polinizadores por néctar perfumado e ndo perfumado mostram que
ocorre 0 “aprendizado” ao relacionar o cheiro com a disponibilidade do recurso (GIL;
MARCO, 2005). Trabalhos realizados com borboletas e mariposas mostram que elas preferem
flores artificiais contendo néctar perfumado a flores apenas com a solucdo de agucar (WEISS,
2001). Testes com a espécie de abelha Apis mellifera mostram que elas evertem mais o glossa
em resposta ao néctar perfumado comparado ao néctar ndo perfumado (GIL; MARCO, 2005).

Com a baixa frequéncia do polinizador das espécies de orquideas muitas delas
produzem flores que duram mais de um dia, e esse periodo prolongado de antese, para
espécies que possuem néctar, acaba sendo bastante dispendioso energeticamente (ASHMAN;
SCHOEN, 1997). Por isso, estratégias de reabsor¢do e que minimizem esse gasto energetico
sdo interessantes para essas especies. Algumas plantas, no final da antese, produzem néctar
menos viscoso e com menor concentracdo de acicar (CRUDEN et al., 1983). Tendo em vista
que os interesses das plantas e polinizadores sdo diferentes; enquanto a planta precisa garantir
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a polinizacdo de forma mais eficiente e com menor custo energético os polinizadores sofrem
selecdo para conseguir 0 maximo de recurso com o minimo de esforco (HEIL, 2011).

Um terco das espécies da familia Orchidaceae ndo produzem recompensas e
mimetizam espécies que produzem recompensas florais, como néctar, para atrair
polinizadores (JERSAKOVA et al., 2006). A espécie Disa ferruginea, ¢ um exemplo de
engodo, pois apresenta coloragdo diferente dependendo da sua localizacdo geogréfica,
mimetizando as espécies que produzem néctar e partilhando o mesmo polinizador, qual seja, a
borboleta Aeropetes tulbaghia (NEWMAN et al., 2012).

O periodo da producdo de volateis florais pode estar relacionado com as interagGes
com seus polinizadores (ARGUE, 2012). Os perfumes das flores de Orchidaceae sdo
combinagbes de varios compostos, que pode atuar como sinalizadores a curta e a longa
distdncia da presenca de néctar (ARGUE, 2012). Podem também servir para “enganar”,
quando imitam o odor da fémea de uma espécie de vespa ou abelha, atraindo assim o macho,
que vai em busca da cépula, mas acaba fazendo a polinizacdo (HARBORNE, 1993), ou ainda,
guando mimetizam o cheiro de alimentos em decomposicdo para a atracdo de moscas
polinizadoras (LUNAU, 1992).

Outro exemplo interessante de mimetismo € a espécie de orquidea do género Dracula,
que tem o labelo modificado parecido com o corpo de frutificagdo de fungos e produz um
perfume floral com o mesmo composto emitido pelos fungos (POLICHA et al., 2016). Essa
espécie é polinizada por moscas Drosophila, que se enganam com a semelhanca da orquidea e
os fungos e acaba promovendo a polinizacdo (POLICHA, 2014). Testes de frequéncia
simulando a combinacgéo e a juncdo dos sinais visuais e olfativos mostram que a sinergia dos
dois sinais sdo importantes para a atracdo das moscas (POLICHA et al., 2016).

As fragrancias florais podem agir de duas maneiras, como atrativos ou como recursos
florais (VARASSIN; AMARAL-NETO, 2014). Como atrativos eles indicam a
disponibilidade de um recurso (VARASSIN; AMARAL-NETO, 2014), como nos exemplos
citados acima. Como recursos, quando eles séo coletados ativamente por machos de abelhas
Euglossini, que sdo atraidos por volateis florais muito similares aos feromonios liberados por
essas abelhas (WILLIAMS; WHITTEN, 1983).

Muitos trabalhos mostram que a cor e 0 aroma tém importancias equivalentes para
influenciar a preferéncia do polinizador (GLOVER, 2011). Existe uma ligacédo entre a cor das
flores e o perfume que elas emitem. Quando a espécie possui variacdo intraespecifica,
possuindo morfotipos com flores de cores diferentes, os perfumes exalados por cada

morfotipo tém composicdes diferentes de volateis (FLAMINI et al., 2002). A mudanca nessas
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duas caracteristicas esta ligada ao compartilhamento de compostos quimicos que influenciam
as duas caracteristicas (MAJETIC et al., 2007).

Os perfumes florais surgiram com diferentes funcGes, ndo s6 de atracdo de
polinizadores, mas também com funcdo de defesa contra herbivoros e contra estresses
abidticos (KNUDSEN et al., 2006). Como sdo moléculas quimicas responsaveis pela
comunicacdo eles sdo chamados de semioquimicos (NORDLUND; LEWIS, 1976;
KASINGER et al., 2008), e dependendo da interacdo entre o receptor e 0 emissor eles séo
classificados de diferentes formas, podendo agir como atrativos ou repelentes. Quando eles
atuam na comunicacdo de individuos da mesma espécie sdo chamados de hormonios, quando
atuam entre espécies diferentes sdo chamados de aleloquimicos, que sdo divididos em
alomonios (favorecem a espécie emissora), cairomonios (favorecem a espécie receptora) e
sinomoénios (ambas sdo favorecidas) (WHITTAKER; FEENY, 1971; KASINGER et al.,
2008).

Os compostos florais podem ser de diversos grupos como os derivados de acidos
graxos, terpenoides, benzenoides, e compostos nitrogenados ou sulfurados (DUDAREVA,;
PICHERSKY, 2006). Alguns compostos presentes em espécies de orquideas possuem grande
especificidade com o polinizador, como 0s compostos presentes em espécies dos géneros
Catasetum, Bulbophyllum, Chiloglottis e Ophrys, que s&o polinizadas por determinadas
espécies de vespas e de abelhas (RAGUSO, 2008).

O sinal olfativo muitas vezes é descrito nos trabalhos de biologia da polinizacdo pela
percepcao do sistema sensorial humano, como odor adocicado ou ndo agradavel. No entanto
0s grupos de polinizadores possuem mecanismos diferentes de percepcdo dos cheiros (BRITO
et al., 2014). Por isso é importante realizar estudos da biologia cognitiva dos grupos de

polinizadores, ou seja, de como os polinizadores percebem aquele estimulo.

1.1.3 As “abelhas das orquideas”

Os polinizadores mais comuns das plantas da familia Orchidaceae sdo abelhas,
borboletas, mariposas, moscas e beija-flores (VAN DER PIJL; DODSON, 1966), no entanto,
pode-se dar destaque as abelhas da tribo Euglossini, que sdo conhecidas como as ‘abelhas das

orquideas’, tendo em vista o grande ntimero de espécies da familia Orchidaceae que sé@o
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polinizadas por essas abelhas (DRESSLER, 1981; ROUBIK; ACKERMAN, 1987;
NEMESIO, 2009).

As abelhas Euglossini estdo amplamente distribuidas na regido tropical do continente
americano, ocorrendo da regido central da Argentina até o sul dos Estados Unidos
(SILVEIRA et al., 2002) e sdo conhecidas por coletarem néctar, pdlen, resina e aromas
(OLIVEIRA et al., 2005). Existem 200 espécies de Euglossini (NEMESIO, 2009) que estdo
divididas em cinco géneros: Eulaema, Euglossa, Eufriesea, Exaerete e Aglae, dos quais
Eulaema e Euglossa sdo os mais associados as orquideas (DODSON et al, 1969).

As plantas polinizadas por abelhas apresentam em geral flores com antese diurna, com
cores que vao do violeta ao amarelo escuro, presenca de guias de néctar, odor com cheiro
agradavel ao olfato humano, néctar escondido, além de pequena quantidade e alta
concentracdo de acUcar no néctar (FAEGRI; VAN DER PILJ, 1979; RECH et al., 2014). Mais
especificamente para o sistema de coleta de fragrancia realizado por machos de abelhas
Euglossini, o sistema de polinizagdo foi denominado de androeuglossinofilia ou
euglossinofilia (VAN DER PIJL; DODSON, 1966).

Em muitos casos, o pico de floracdo das Orchidaceae esta relacionado com a atividade
e abundancia de abelhas Euglossini (ACKERMAN, 1983), evidenciando a grande
especializacdo da relacdo entre esses dois grupos de organismos. Os machos dessa tribo de
abelhas, muitas vezes, sdo 0s Unicos polinizadores de espécies de orquideas que possuem
osmoforos (tecido ou parte de um 6rgdo que tem a capacidade de produzir e apresentar
substancias volateis). No entanto, as abelhas ndo parecem depender apenas das orquideas
(ROUBIK; ACKERMAN, 1987, SINGER, 2004).

As polineas podem se fixar em lugares diferentes do corpo das abelhas, como atras da
cabeca, atras do tdérax, sobre o inicio do toérax, na frente da cabeca e no abdémen
(DRESSLER, 1968; SINGER, 2004). Por isso a mesma espécie de abelha pode carregar
polineas de varias espécies de orquideas diferentes (DRESSLER, 1968).

As fémeas das Euglossini possuem rotas especificas de forrageamento, visitando as
mesmas plantas floridas em sequéncia, no mesmo periodo do dia e por dias consecutivos,
comportamento esse que é conhecido como trapline (OLIVEIRA et al., 2005). Os machos sédo
trapliners ocasionais dependendo da disponibilidade de recursos (OLIVEIRA et al., 2005),
enquanto as fémeas sdo conhecidas por coletarem néctar e os machos sdo conhecidos por
coletarem néctar e perfumes em espécies da familia Orchidaceae (ARDITTI, 1992). E

relatado que o “aprendizado” sobre a oferta de recurso em abelhas pode acontecer pela
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trofalaxia, no qual o alimento, que contém perfumes, é regurgitado para outros individuos
(GIL; DE MARCO, 2005).

A relacdo do odor produzido pelas orquideas e as abelhas Euglossini é tdo especifica
gue uma pequena mudanca na sua composi¢cdo pode alterar qual espécie de abelha é atraida
por determinada flor (DODSON et al., 1969), como é o caso da populagdo de Stanhopea
tricornis do Equador que possui combinacgdes diferentes de compostos de volateis em uma
populacdo da mesma espécie na Colémbia, atraindo diferentes espécies de abelha (DODSON
etal., 1969).

A relacdo entre a atracdo de abelhas por odores é conhecida ha muito tempo. Em 1983,
Willams e Whitten listavam fragrancias e sua relagdo com machos das abelhas Euglossini.
Vaérios trabalhos utilizam iscas de odores para atracdo de abelhas da tribo, inclusive em
fragmentos de Mata Atlantica da Paraiba, onde foi coletada uma grande quantidade de abelhas
Euglossini (BEZERRA; MARTINS, 2001; SOUZA et al., 2005).

1.1.4 Euglossini e a fragmentacédo da Mata Atlantica

A Mata Atlantica merece destaque como area de ocorréncia de orquideas, sendo nela
encontradas 1257 ca. 50% das espécies brasileiras (BARROS et al., 2009). A Mata Atlantica é
um dominio fitogeogréafico de grande biodiversidade, mas que sofreu grande reducdo da sua
area (SOS MATA ATLANTICA, 2014). Devido a sua grande biodiversidade, endemismo e
grau de impacto antrépico, ela é considerada um 'hot spot’ mundial, sendo definida como area
prioritaria para conservacdo (MYERS et al., 2000).

Dois dos principias fragmentos de Mata Atlantica encontrados no estado da Paraiba
sdo0 a Reserva Biologica Guaribas e o Jardim Botanico Benjamim Maranhdo. A Rebio
Guaribas ¢ um fragmento de 3.378 ha e estd em processo de regeneracdo natural, pois sofreu
cortes para extragdo de madeira e de carvao, hd aproximadamente 30 anos, e estd rodeada por
plantacbes de cana de acglcar (BRASIL, 2003). O Jardim Boténico possui 417 ha e esta
localizado na regido metropolitana de Jodo Pessoa, sendo cercado por comunidades
habitacionais. Existem varios pocos de agua perfurados pelo Jardim Boténico, pois antes esta
area era sede da rede de abastecimento da cidade de Jodo Pessoa (BARBOSA, 1996). O
Jardim Boténico Benjamim Maranhdo, também conhecido como Mata do Buraquinho,
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também foi cortado para a construcdo da BR-230 e do Campus | da Universidade Federal da
Paraiba (BARBOSA, 1996). As duas areas possuem espécies da familia Orchidaceae
(BARBOSA et al., 2011; ARAUJO et al., 2009) e espécies das abelhas da tribo Euglossini
(BEZERRA; MARTINS, 2001; SOUZA et al., 2005).

Vaérios estudos foram realizados mostrando o impacto da fragmentacdo para a
abundancia e diversidade de abelhas visitantes de orquideas (TONHASCA et al., 2002;
BROSI et al., 2008), e, possivelmente, a fragmentacao leva a uma mudanca na interacao entre
plantas e polinizadores. Logo, se a fragmentacdo altera a dispersdo das abelhas, ocorrera
também uma reducdo na taxa de polinizacdo (TONHASCA et al., 2002). Desse modo, a
reducédo na presenca de polinizadores acaba sendo uma forca seletiva, afetando a aptiddo dos
individuos e pressionando a selecdo de individuos capazes de se manter na area, mesmo sem
ter sua reproducdo sexuada garantida. Trabalhos demonstraram que a auséncia de
polinizadores pode favorecer a selecdo ou o fortalecimento de estratégias reprodutivas
independentes de polinizadores tais como a autopolinizacdo (KALISZ et al., 2004).

As abelhas Euglossini sdo conhecidas por voarem grandes distancias, mas algumas
ndo sdo capazes de sair dos fragmentos de mata (MILET-PINHEIRO; SCHLINDWEIN,
2005). Estas espécies e as plantas visitadas por elas sdo as mais prejudicadas com a
fragmentacdo de habitat (MILET-PINHEIRO; SCHLINDWEIN, 2005). Estudar a biologia
reprodutiva e a interagdo entre polinizadores e as espécies de plantas que ocorrem no bioma
da Mata Atlantica é de grande importancia para entender os padrdes de interacGes entre as

espécies e viabilizar sua conservacao.

1.1.5 Caracteristicas gerais e polinizacdo de Sarcoglottis e S. grandiflora

A espécie nativa Sarcoglottis grandiflora (Lindl.) Klotzsch é encontrada na Mata
Atlantica, ela pertence a subfamilia Orchidoideae (4704 spp.), tribo Cranichideae (1.643 spp.)
(SALAZAR; INGROUILLE, 2003) e subtribo Spiranthinae (470 spp.). O género Sarcoglottis
possui 41 espécies, com distribuicdo pela América Latina (TROPICOS.org, 2015). No Brasil,
existe registro para Sarcoglottis grandiflora nas regibes Norte (Amazonas e Rondonia),

Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte), Centro-Oeste
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(Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro) e Sul (Parané e Santa
Catarina) (BARROS et al., 2014).

Algumas observacdes preliminares indicam que essa espécie é autocompativel, com
um alto percentual de frutos formados por agamospermia (CARVALHO, 2001). A
reproducdo assexuada é uma importante estratégia de seguranca reprodutiva, pois espécies
que se reproduzem dessa forma possuem grande capacidade de colonizagdo e sdo
independentes dos polinizadores (CAETANO; CORTEZ, 2014). Em contrapartida existe uma
menor variabilidade genética em comparacdo a reproducdo sexuada, o0 que torna as
populacbes menos habeis a responder rapidamente as mudancas ambientais via selecdo
natural (CAETANO; CORTEZ, 2014).

Em uma floresta estacional semi-decidual no Nordeste do Brasil, individuos de
Sarcoglottis grandiflora foram observados recebendo varios visitantes florais (Hymenoptera,
Lepidoptera e Trochilinae). Embora os trés grupos de visitantes sejam comumente observados
como polinizadores de orquideas (DODSON et al., 1969; SCHIESTL; SCHLUTER, 2009),
nenhum deles foi identificado como polinizador efetivo (CARVALHO, 2001).

Existem registros de polinizacdo para apenas outras duas espécies de Sarcoglottis.
Singer e Sazima (1999), no sudeste do Brasil registraram que S. fasciculata é autocompativel,
mas que necessita de um agente polinizador (Euglossa cordata) para formacao dos frutos. No
Panama foram coletados individuos de Eulaema cingulata carregando polineas de S. acaulis
(ROUBIK; ACKERMAN, 1987).

Os géneros de orquideas Sarcoglottis, Pelexia e Cyclopogon formam um grupo
chamado de Pelexia aliance (SINGER; SAZIMA, 1999). As espécies desse grupo possuem
um polinario que se adere a superficie ventral do labrum das abelhas, caracteristica que evita
que outros animais, que ndo sejam abelhas, facam a polinizacdo de espécies desse grupo
(SINGER; SAZIMA, 1999).

Sarcoglottis grandiflora produz néctar como recurso de atracdo (CARVALHO, 2001),
0 que também foi observado em outras espécies do género (S. acaulis - ACKERMAN, 1985;
S. fasciculata — SINGER; SAZIMA, 1999). Como atrativo, S. grandiflora produz uma
fragréncia semelhante a capim-cidreira (CARVALHO, 2001), mas a composi¢do do odor € a

relagdo com os seus visitantes ndo foram estudadas ate este momento.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Neste trabalho foi investigada a biologia floral e reprodutiva de Sarcoglottis
grandiflora, enfatizando o papel de odores na atracdo dos polinizadores e o efeito da

fragmentacéo na interacdo planta-polinizador.

1.2.2 Objetivos especificos

e Conhecer o sistema reprodutivo de S. grandiflora, definindo se ela é dependente ou

ndo de um polinizador para se reproduzir;

e Monitorar 0 polinizador de S. grandiflora e registrar sua relacdo com 0s recursos
florais produzidos por essa espécie de orquidea, entendendo assim como esta orquidea

garante 0 seu sucesso reprodutivo em areas fragmentadas de Mata Atlantica.

1.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

1.3.1 Area de Estudo

O trabalho foi desenvolvido em trés fragmentos de Mata Atlantica localizados no
estado da Paraiba: a Reserva Bioldgica Guaribas (Rebio Guaribas; 6°42S, 34°500), o Jardim
Botanico Benjamim Maranhdo (JB; 7°08S, 34°500) e a Mata do Departamento de
Sistematica e Ecologia da Universidade Federal da Paraiba (DSE, 7°08S, 34°510).
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A Reserva Biologica Guaribas estd localizada nos municipios de Mamanguape no
litoral norte do Estado da Paraiba, a 70 km da capital Jodo Pessoa. A area é constituida por
manchas de cerrado e remanescentes de mata Atlantica com 3.378 ha. As temperaturas
médias anuais variam entre 24 °C e 26 °C e o total pluviométrico anual varia entre 1750 e
2.000 mm, sendo 0s meses mais chuvosos abril, maio e junho e 0s mais secos outubro,
novembro e dezembro (BRASIL, 2003).

O fragmento do Jardim Boténico Benjamim Maranhdo (417 ha) esta localizado na
regido metropolitana de Jodo Pessoa. A area apresenta clima quente Umido, com médias
térmicas anuais proximas de 25° C e total pluviométrico variando entre 1500 e 1700 mm. Os
meses mais chuvosos vao de marco a agosto e 0s mais secos de outubro a dezembro (LIMA,;
HECKENDORFF, 1985).

O fragmento de estudo de menor tamanho é a Mata do Departamento de Sistematica e
Ecologia (DSE) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), com 7,4 ha. E uma Area de
Preservacdo Ambiental (APA), proposta pelo plano diretor da Cidade Universitaria. Antes da
construcdo da UFPB e da Rodovia Federal (BR 230) a Mata do DSE estava conectada ao
Jardim Botéanico, mas hoje estdo separadas por 1,5 km. Apresentando, portanto, as mesmas

condic¢des meteorologicas do Jardim Botanico Benjamim Maranhdo (BARBOSA, 1996).

1.3.2 Espécie em estudo

Sarcoglottis grandiflora (Fig. 1) é uma espécie terrestre da familia Orchidaceae, da
subtribo Spiranthinae (BURNS-BALOGH, 1982), que ocorre em toda Ameérica Latina
(TROPICOS.ORG, 2015). No Brasil, esta distribuida em todas as regides (BARROS et. al.,
2014). Suas flores alvo-esverdeadas, distribuidas em inflorescéncias racemosas (PESSOA,;
ALVES, 2012), ficam abertas durante o dia e a noite, tendo uma duracdo média de 5,95 + 2,4
dias (Albuquerque, dados nédo publicados). Do inicio da formacg&o dos frutos, passando pela
fase de amadurecimento até a liberagdo das sementes, levam-se 11,76 + 3,36 dias, em média
(Albuquerque, dados nédo publicados). O pico de floracdo na regido nordeste ocorre no

periodo seco do ano, nos meses de agosto e setembro (Albuquerque, dados ndo publicados).
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1.3.3 Sistema reprodutivo

Para a determinacdo do sistema reprodutivo, foram realizados testes de polinizagao
controlada nas trés areas de estudo: 1) autopolinizacdo espontanea — flores ensacadas desde o
periodo de botdo; 2) agamospermia — retirada das polineas na fase inicial da antese; 3)
autopolinizacdo manual e 4) polinizagdo manual cruzada. Para todos os tratamentos,
utilizaram-se flores previamente ensacadas em periodo de pré-antese, para que ndo ocorresse
nenhuma influéncia dos polinizadores. Além dos testes manipulados foi realizado um
controle, cujas plantas ficaram com as flores expostas para avaliacdo da formacdo natural de
frutos. Os frutos formados oriundos dos quatro tratamentos e do controle foram coletados para
verificagdo do desenvolvimento dos embrides. Duzentas sementes de cada fruto foram
classificadas morfologicamente e considerou-se viaveis aquelas com embrido bem
desenvolvido e inviaveis as sementes sem embrido ou com embrido rudimentar (BORBA et
al., 2001). Com a diviséo da taxa de formacdo de fruto por autopolinizagdo manual pela
polinizacdo cruzada foi calculado o indice de incompatibilidade (ISI) (BULLOCK, 1985),
considerando-se auto-incompativel quando 1SI <0.25 (OLIVEIRA; GIBBS, 2000).

Figura 1 - Sarcoglottis grandiflora. (A) Bot@es, (B) Flores, (C) Frutos imaturos e (D) Frutos maduros.

Fonte: O Autor, 2017.
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Flores de Sarcoglottis grandiflora permaneceram expostas aos polinizadores, nas
diferentes &reas para que fosse possivel se observar a taxa natural de frutificacdo das
diferentes populac@es (controles). Para comparar se 0 sucesso reprodutivo (nimero de frutos)
é dependente do local onde o experimento foi realizado foi utilizado o teste de Qui-quadrado
com tabela de contingéncia 2x3 e posteriormente 2x2, usando o programa R 3.3.1
(HTTP:// WWW.R-PROJECT.ORG)/).

1.3.4 Remocdao e deposicdo de polineas X Visitantes florais

Em cada uma das trés areas, foram acompanhados 24 individuos por trés dias em dois
momentos do dia: no comeco da manh& (05:30h) e no final do dia (17:00h). Ao final do
periodo de exposicao, a fim de se avaliar e contabilizar a retirada e/ou deposicao de polineas,
as flores abertas foram observadas com o uso de lupa de campo. O namero total de polineas
removidas e ndo removidas por area foi comparado pelo teste de Qui-quadrado com tabela de
contingéncia 2x3 e posteriormente 2x2, usando o programa R 3.3.1 (HTTP://WWW.R-
PROJECT.ORG)/).

Com o objetivo de identificar a principal guilda de visitantes e seu comportamento nas
flores foram realizadas observagdes nas areas de estudo durante o pico de floracdo da espécie
(entre os meses de agosto e setembro; Albuquerque, dados ndo publicados). Para isso, foi
utilizado o método de "individuo focal" (ALTMANN, 1974), em trés anos: 2011, 2013 e
2015. Em campo utilizou-se equipamentos de apoio para registro e observacdo do
comportamento dos visitantes florais, como bindculos e cameras fotogréficas. As observactes
foram feitas das 06:00 h as 12:00 h no periodo da manh& e de 12:00 as 16:00 h a tarde. Na
Rebio Guaribas também foram realizadas observagdes noturnas das 16:00 h as 06:00 h. No
Jardim Botéanico, o total de horas observadas foi de ca. 25 horas pela manha e de 6 horas no
periodo da tarde; na Mata do DSE, 30 horas no periodo da manha e 20 horas no periodo da
tarde. Na Rebio Guaribas monitoramos 24 horas no periodo da manh@, 16 horas no periodo da
tarde e 33 horas no periodo da noite. Alguns exemplares dos insetos visitantes florais foram
capturados para analise de morfologia e de ocorréncia de polineas aderidas ao corpo,
identificacdo taxondmica e para compor o material testemunho depositado na colecéo

entomoldgica do Departamento de Sistematica e Ecologia da UFPB.
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Apo0s 48 horas da observacdo de visita do polinizador, na Mata do DSE, 28 flores de
Sarcoglottis grandiflora foram coletadas para verificacdo da presenca de grdos de pdlen,
soltos pelas polineas, e tubos polinicos através da técnica de coloracdo de azul de anilina e

seguida de observacdo com o microscopio de fluorescéncia.

1.3.5 Recursos e atrativos florais

1.3.5.1 Volume e concentracdo de néctar

Para analise do padrdo de néctar produzido por Sarcoglottis grandiflora foram
realizadas coletas de néctar, verificando o volume e a concentragdo, utilizando-se
microseringa Hamilton 5 pL e refratdmetro portatil Quimis 90% Brix., respectivamente. Dois
métodos foram utilizados para coleta: o de néctar acumulado (12 individuos, 45 flores) e de
standing crop (15 individuos, 25 flores). As coletas para ambos os tratamentos foram
realizadas no periodo de maior frequéncia de visita do polinizador (09:00 horas). Para o néctar
acumulado as plantas foram encobertas com sacos de tule e no método standing crop as
plantas ndo foram ensacadas, permitido avaliar a quantidade de néctar disponivel para o
polinizador em um determinado momento do dia. A concentracdo de néctar foi transformada
em gramas para calcular a producdo de acgucar e o valor energético (DAFNI et al., 2005).

Para verificar se existe diferenca na producéo de néctar em periodos diferentes do dia,
o néctar de 10 flores ensacadas (6 individuos) foi coletado em dois horéarios distintos, as 09:00
h e as 15:00 h, no fragmento de mata do DSE. O volume e a concentragcdo nos diferentes
horéarios foram comparados através do teste T pareado e a normalidade com o teste Shapiro
Wilk, no programa STATISTICA 7 (STATSOFT, 2004).

1.3.5.2 Analise quimica dos perfumes florais

Para caracterizar o buqué de perfumes florais de Sarcoglottis grandiflora, bem como
detectar possiveis variacfes na taxa de emissdo ao longo da sua antese foram coletadas 12

amostras por horario (manhd, tarde e noite), usando as mesmas plantas, através do método
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headspace dindmico (RAGUSO; PELLMYR, 1998). Sacos de polietileno foram usados para
ensacar as inflorescéncias, com posterior retirada do ar, para a qual foi utilizada uma bomba
de succdo. Foram coletadas amostras controle da parte vegetativa e do ar do ambiente, para
eliminar possiveis contaminantes. Todas as amostras foram eluidas com 200 microlitros de
hexano e armazenadas a - 24°C. A identificacdo dos compostos foi realizada a partir de
cromatografia gasosa associada com espectrOmetro de massa, utilizando o mesmo
equipamento e as mesmas condi¢cdes de injecdo descritas por Maia et al. (2014). Para
comparar a quantidade de volateis emitidos por flores de Sarcoglottis grandiflora nos
diferentes horérios, foi utilizado um teste de ANOVA para medidas repetidas, seguido do
teste a posteriori de Tukey, ambos realizados no programa STATISTICA 7 (STATSOFT,
2004).

1.3.5.3 Andlises eletrofisioldgicas

Anélises de cromatografia gasosa acoplada a deteccdo eletroantenogréfica (GC-EAD)
foram realizadas com machos de Eulaema atleticana e El. bombiformis com o intuito de
detectar quais compostos do buqué de volateis de Sarcoglottis grandiflora estdo
provavelmente envolvidos na atracdo desses polinizadores. Para isso, machos de EI.
atleticana e de El. bombiformis foram coletadas no campo (Jardim Botanico) com o auxilio
de armadilhas de cheiro (quatro papéis filtro impregnados cada um com um tipo de esséncia
diferente: Acetato de Benzila, Salicilato de Metila, Geraniol e Eucaliptol). A
eletroantenografia € uma técnica que permite detectar compostos isolados dentro de misturas
complexas para os quais as abelhas apresentam receptores olfativos (SCHIESTL; POOL,
2002; HUBER et al., 2005). Em geral, compostos que geram despolariza¢fes nas antenas das
abelhas desempenham um papel comportamental.

Para avaliar o significado comportamental dos volateis florais de S. grandiflora que
geraram despolarizacdo na antena das abelhas nas analises de GC-EAD, foram realizados
ensaios comportamentais no campo, com uma mistura sintética de Nerol (60%) e Geraniol
(40%), respeitando-se a proporgdo em que esses compostos ocorrem nas amostras das flores.
A mistura foi impregnada em um papel filtro (iscas odores) que foi ent&o fixado em ramos de
arbustos ou arvores do Jardim Botanico na altura de um metro e meio do solo e distante

quatro metros de um papel-filtro sem a mistura (controle negativo). A quantidade da mistura
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utilizada em cada papel filtro foi de 200 pl, que equivale ao que é emitido por
aproximadamente 20 inflorescéncias durante um periodo de 30min. As observacbes de
atracdo de Euglossini as iscas com odores foram realizadas apds o fim da floracdo de S.
gandiflora, entre as 07:00 h e 11:00 h. Em intervalos de 30 minutos o local de observacéo era
alterado respeitando a distancia de 50 metros e a mistura dos compostos era recolocada. No
total foram feitos 12 pontos de observagé&o.

1.3.6 Floracao e abundancia dos polinizadores

Para verificar se existe relagdo entre a intensidade de floracdo das populacfes de S.
grandiflora estudadas e a abundancia de seus polinizadores, foi realizado o acompanhamento
tanto da frequéncia das abelhas como da fenologia das plantas nas trés areas: DSE, Jardim
Botanico e Rebio Guaribas. Nos meses de comeco e final de floracdo, junho e outubro,
respectivamente, foram feitas a frequéncia da abundancia de abelhas mensalmente, enquanto
gue nos meses de pico, agosto e setembro, foram feitas coletas quinzenais.

As abelhas foram atraidas por esséncias sintéticas usadas em outros trabalhos para
atrair Euglossini (BEZERRA; MARTINS, 2001; MARTINS; SOUZA, 2005): Geraniol,
Eucaliptol, Acetato de Benzila e Salicilato de Metila. As esséncias eram colocadas em papel-
filtro pendurado em troncos de arvores cerca de um metro e meio do ch&o e distantes entre si
por trés metros. As abelhas eram capturadas com rede entomoldgica, resfriadas para que
pudessem ser marcadas com uma caneta com tinta atoxica (Edding) e liberadas em seguida.
As capturas foram realizadas em trés dias consecutivos nas trés areas, no periodo das 07:00
até as 14:00 h.

Para acompanhar a fenologia foram marcadas 50 plantas em cada uma das trés areas e
realizado o seu acompanhamento com relacdo ao nimero de flores abertas no dia da captura
das abelhas. Com o objetivo de comparar a relagdo da frequéncia dos polinizadores com a
area de estudo e com a quantidade de flores foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal —
Wallis, no programa STATISTICA 7 (STATSOFT, 2004).



2 ANALISE DOS RESULTADOS

2.1 Sistema reprodutivo

Sarcoglottis grandiflora é autocompativel,

29

uma vez que o0s tratamentos de

autopolinizacdo manual formaram frutos, sendo o indice de incompatibilidade é 1 (Tabela 1 e

Fig. 2). No entanto, o processo de fecundacdo é nove vezes mais eficaz na presenca de um

vetor de pélen (Tabela 1), ja que o resultado de autopolinizacdo espontanea foi ca. 11% contra

0s ca. 92%, tanto de autopolinizacdo manual como de polinizacdo manual cruzada. Houve

diferenga significativa quando foram comparados os trés fragmentos estudados, mostrando

que o0 sucesso reprodutivo é dependente da area de estudo (X?= 10,0054; gl= 2; p= 0.006),
sendo a diferenca encontrada entre a Rebio e 0 DSE (X°= 9,27; gl= 1; p= 0,002) (Tabela 2).

Tabela 1 - Resultados dos experimentos de polinizacdo controlada em Sarcoglottis grandiflora, realizados em
trés fragmentos de Mata Atlantica no Nordeste do Brasil.

Tratamento N° de flores N° de frutos Frutos %
Agamospermia 55 3 5,45
Autopoliniza¢do Espontanea 60 7 11,66
Autopoliniza¢do Manual 54 50 92,59
Poliniza¢do Cruzada Manual 52 48 92,3
Controle 333 258 77,47

Fonte: O Autor, 2017.

Figura 2 - Sementes de Sarcoglottis grandiflora com (A) embrido viavel e com (B) embrido ndo desenvolvido,

setas indicando os embrides.

500 pm

200 pm

Fonte: O Autor, 2017.
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Tabela 2 - Nimero de frutos formados naturalmente em trés populactes de Sarcoglottis grandiflora em area de
Mata Atlantica no Nordeste do Brasil. (Rebio= Reserva Bioldgicas Guaribas; JB= Jardim Botanico Benjamim
Maranhdo; DSE= Mata do Departamento de Sistematica e Ecologia) * Diferenca significativa entre as areas

Areas N° de flores N° de frutos Frutos %
Rebio 111 76 68,47*
JB 69 52 73,91
DSE 153 130 84,98*

Fonte: O Autor, 2017.

2.2 Remocdo e deposicdo de polineas x Visitantes florais

Todas as remocdes de polineas ocorreram durante o periodo do dia, mas nenhuma
deposicdo foi registrada. Desse modo, o horario de remocdo indica que os polinizadores
possuem atividade diurna. A taxa de remocdo diferiu significativamente entre as areas
estudadas (X? = 18,716; gl = 2; p < 0,0001), sendo encontrada a diferenca entre a Rebio e o
Jardim Botanico (X? = 15; gl = 1; p < 0,0001) e a Rebio e 0 DSE (X* = 19,22; gl = 1; p <
0,0001) (Tabela 3).

Tabela 3 - Taxa de remocdo de polineas em trés populagdes de Sarcoglottis grandiflora em éarea de Mata
Atlantica no Nordeste do Brasil. (Rebio= Reserva Bioldgica Guaribas; JB= Jardim Botanico Benjamim

Maranhio; DSE= Mata do Departamento de Sistematica e Ecologia) * Diferenca significativa entre as areas

Area N° de flores N° de remocdo  Remocao de polineas %
Rebio 99 5 5%°?
B 100 26 26 %"
DSE 95 27 28 % "
Total 294 58 19.7%

Fonte: O Autor, 2017.

As observacOes focais mostraram que o principal polinizador de Sarcoglottis

grandiflora é a abelha Euglossini, Eulaema atleticana. Na Rebio Guaribas ndo foram
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observadas visitas de polinizadores, apenas registros ocasionais de visitas ndo legitimas de
duas espécies, uma de beija flor (provavelmente Phaethornis ruber) e outra de uma abelha
ndo identificada. No Jardim Botanico ndo houve registro de nenhum visitante. Na Mata do
DSE foram observadas visitas de El. atleticana e visitantes ndo polinizadores, como as
abelhas El. nigrita Lepeletier, 1841, Plebeia flavocincta Cockerell, 1912 e uma borboleta da
familia Hesperiidae (Figs. 3 e 4). Foram observadas visitas dos polinizadores quando outros
experimentos de campo estavam sendo realizados, tanto no Jardim Botanico como no DSE de
El. atleticana e E. bombiformis. As espécies polinizadoras pousavam nas flores inserindo a
glossa no tubo da corola para retirar 0 néctar, consequentemente removiam as polineas das
flores de Sarcoglottis grandiflora e deixavam parte do pdlen contidos nas polineas na
superficie estigmatica quando visitavam outras flores da mesma inflorescéncia e de outros
individuos. Apesar do registro exclusivamente de coleta de néctar, apenas machos foram
vistos visitando as flores. O principal polinizador de S. grandiflora foi El. atleticana, pois
apresentou uma maior frequéncia de visitas, e em 78,57 % (n = 28) das flores visitadas por
essa espécie de abelha foram encontrados grdos de pdélen, que foram desprendidos das

polineas, germinando em seguida (Fig. 5).

Figura 3 - Namero total de visitas (50 horas de observacgdo) em flores de Sarcoglottis grandiflora na Mata do
Departamento de Sistematica e Ecologia (DSE) da UFPB.
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Fonte: O Autor, 2017.
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Figura 4 - Visitantes e polinizadores de Sarcoglottis grandiflora no Campus da Universidade Federal da Paraiba.
(A) Polinea de S. grandiflora aderida ao labrum de Eulaema atleticana (B) Eulaema atleticana. (C) Eulaema
bombiformis com varias polineas na sua fronte. (D) Borboleta da familia Hesperiidae sem contatar estruturas

sexuais da flor.

Fonte: O Autor, 2017.

Figura 5 - Microscopia de fluorescéncia de Sarcoglottis grandiflora (Orchidaceae) (A) Grédos de polen; (B)
Tubos polinicos; (C) Ovulos sendo fecundados, seta indicando os dvulos.

Fonte: O Autor, 2017.



33

2.3 Recursos e atrativos florais

2.3.1 Volume e concentracdo de néctar

O néctar acumulado produzido por Sarcoglottis grandiflora na hora de maior
frequéncia dos visitantes florais, 09:00h, teve volume médio de 3,33ul (1,1, N=45 de flores)
e concentracdo média de 38,86% (+£10.93, N=45 de flores). O néctar disponivel (standing
crop), também no horario de maior frequéncia de visitas, teve volume médio de 3,88l
(£2,26, N=25 de flores) e concentracdo de 32,92 % (£12,87, N=25 de flores). Esses valores
resultaram, no pico de floracdo (=150 flores), em uma disponibilidade de 6147,52 calorias,
como recompensa para 0s polinizadores. O volume de néctar acumulado produzido as 15:00h
(1,8+2,48ul, N=10 flores) foi diferente daquele produzido as 09:00h (t=2,4; gl=9; p=0,03), da
mesma forma que a concentracdo (13,42+17,76%, N=10 flores) (t=5,08, gl=9 p<0,001).

2.3.2 Analise quimica, eletrofisiologia e ensaios em campo dos perfumes florais

O perfume floral de S. grandiflora é constituido por seis compostos, sendo todos eles
monoterpenos (Tabela 4). A quantidade total de perfume emitido pelas flores de S.
grandiflora varia ao longo do dia (F,2, = 24,565; p=0,000002), sendo mais intensa pela
manh& e diminuindo significativamente a tarde e a noite (Fig. 6). As analises de GC-EAD
mostraram que as antenas de Eulaema atleticana e E. bombiformis respondem aos dois
compostos majoritarios do buqué de volateis de S. grandiflora, quais sejam Nerol e Geraniol
(Fig.7). Nos ensaios comportamentais, os papéis de filtro impregnados com a mistura
sintética destes dois compostos atrairam cinco individuos de Eulaema, sendo um de E.
atleticana, dois de E. bombiformis e dois de E. nigrita. O controle negativo (papel-filtro sem a

mistura sintética) ndo atraiu qualquer visitante.
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Tabela 4. Quantidade relativa (média e desvio padrdo) de compostos volateis exalados pelas flores de
Sarcoglottis grandiflora. A média foi retirada das amostras coletadas pela manha (9:00h) (n=12 inflorescéncias).
Os volateis estdo listados de acordo com a eluicdo em uma coluna de HP-5. KRI - Indice de retencdo de Kovats

Composto KRI Quantidade média relativa (%) Desvio padrédo
Mirceno 990 0.38 0.20
Linalol 1097 1.43 0.53
Nerol 1229 57.29 10.39
Neral 1241 1.50 1.02
Geraniol 1255 36.35 8.39
Geranial 1271 3.05 2.71

Fonte: O Autor, 2017.

Figura 6 - Quantidade de odor (porcentagem média) emitida por flores de Sarcoglottis grandiflora durante o
periodo da manha, tarde e noite (n=12 inflorescéncias, sendo 41 flores, para cada horario do dia).
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Fonte: O Autor, 2017.
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Figura 7 - Analise de GC-EAD mostrando a sensibilidade aos compostos de Sarcoglottis grandiflora, Nerol (1) e
Geraniol (2).
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Fonte: O Autor, 2017.

2.4 Florag&o e abundancia dos polinizadores

Nas trés areas de estudo foram capturadas E. atleticana e E. bombiformis carregando
polineas de S. grandiflora aderidas ao labrum. Na Rebio Guaribas também foi capturada uma
E. bombiformis carregando polineas de outra espécie de orquidea nédo identificada. Houve
recaptura de abelhas no Jardim Botanico, que anteriormente haviam sido capturadas no DSE
(Fig. 8).

A frequéncia das espécies polinizadoras parece ndo estar relacionada com a floracao
de S. grandiflora, que possui a mesma intensidade de floracdo (DSE= 14,3 + 11,6; JB=
15+12,6; Rebio=19,3+13,7, média de floracdo, N=6) nas trés areas de estudo. Por sua vez, a
frequéncia de E. atleticana (DSE= 6,1 + 4,7; JB= 5,6 + 4,1; Rebio= 0,8 + 0,7, média de
individuos, N=6) esteve relacionada com o local de estudo (H= 8,174; gl=2; p=0,016), sendo

a diferenca encontrada entre a Rebio Guaribas comparada com o DSE (p=0,035). No entanto,
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a frequéncia da outra espécie de abelha polinizadora, E. bombiformis, néo foi relacionada com
as areas (DSE= 3 + 2,19; JB= 2 + 0,63; Rebio= 1,5 + 1,04, media de individuos, N=6) (Fig.9).

Figura 8 - Visitantes florais: (A) Eulaema atleticana com polinea de Sarcoglottis grandiflora; (B) Eulaema
bombiformis com polineas de espécie desconhecida; (C) e Eulaema atleticana recapturada no fragmento do
Jardim Botanico de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

Fonte: O Autor, 2017

Figura 9 - Fenologia de Sarcoglottis grandiflora e frequéncia das abelhas, Eulaema bombiformis e E. atleticana
em trés areas de estudo em &rea de Mata Atlantica no Nordeste do Brasil. (DSE= Mata do Departamento de
Sistemética e Ecologia; JB= Jardim Boténico Benjamim Maranh&o; Rebio= Reserva Biol6gicas Guaribas).
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Para determinar que um visitante € um polinizador em espécies da familia
Orchidaceae, geralmente, € observada a remogdo e a deposi¢cdo das polineas (PANSARIN,
2003; CARVALHO; MACHADO, 2006; MILET-PINHEIRO et al., 2015), tendo em vista
que o poblen estd contido nessas estruturas e ndo € disperso facilmente em algumas espécies.
No entanto, as polineas de Sarcoglottis grandiflora possuem pélen que se solta facilmente, e
permite que a polinizacdo ocorra sem a necessidade da deposicdo da polinea por completo,
semelhante ao observado para Sarcoglottis fasciculata (SINGER; SAZIMA, 1999) e S.
acaulis (ACKERMAN, 1985) e outras espécies do grupo Pelexia aliance (SINGER;
SAZIMA, 1999). Como S. grandiflora é autocompativel, uma Unica abelha carregando apenas
uma polinea pode realizar a polinizagdo de varias flores do mesmo individuo e/ou de
individuos préximos, garantindo assim um alto sucesso reprodutivo das populacfes. Esse
comportamento do polinizador pode promover a geitonogamia. Entretanto, como estratégia
para minimizar isso, poucas flores da mesma inflorescéncia abrem no mesmo dia (apenas uma
ou duas flores) evitando temporalmente a geitonogamia.

A pequena quantidade (3,33ul £1,16), alta concentracdo (38,86% +10,93) e
localizacdo escondida do néctar, unico recurso oferecido pelas flores de S. grandiflora,
seguem o padrdo apresentado por plantas polinizadas por abelhas (FAEGRI; VAN DER PIJL,
1979, RECH et al., 2014). Padrdo semelhante de producédo de néctar é também encontrado em
outra orquidea do grupo Pelexia aliance, a espécie Pelexia bonariensis (4 ul e 37.3%)
(GALETTO et al., 1997), o que evidencia a especializacdo do grupo de serem polinizadas
apenas por abelhas, pois as polineas possuem morfologia que permite a adesdo
exclusivamente no labrum desses animais (SINGER; SAZIMA, 1999). Portanto, o padréo de
néctar do grupo dessas orquideas deve ter sofrido pressdes seletivas pela preferéncia alimentar
desse grupo de polinizadores. A diferenca encontrada no volume e concentracdo de néctar
dependendo do horério, havendo menor concentracdo no periodo da tarde, coincide com a
maior frequéncia de visita dos polinizadores na parte da manha. Essa diminuicdo de agucar é
relatada como uma estratégia de diminuigéo de gasto energético (PYKE, 1991).

O odor é um importante atrativo floral dessa espécie de orquidea, sendo produzido
mais intensamente no periodo de maior frequéncia de visitas do polinizador, as 09:00 horas.
De uma forma geral, estudos utilizando iscas artificiais em florestas neotropicais mostram que
0 periodo de maior atividade dos machos das abelhas Euglossini é justamente pela manha
(DODSON et al., 1969; OLIVEIRA, 1999). Em fragmentos de Mata Atlantica o pico de
atividade de abelhas Euglossini ocorre das 08:00h as 10:00h (BEZERRA; MARTINS, 2001).

Uma maior emissdo de perfume floral no periodo de maior frequéncia do polinizador também
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foi encontrada em outra espécie de orquidea (MILET-PINHEIRO et al., 2015). A emisséo de
odor no horério de maior frequéncia do polinizador pode ser, portanto, entendido como uma
estratégia de evitar 0 gasto energético desnecessario na producdo de odor em horarios quando
o polinizador n&o esteja ativo. E caracteristico de espécies polinizadas por abelhas ter o odor
emitido durante o dia e com perfume agradavel ao olfato humano (FAEGRI; VAN DER PIJL,
1979; RECH et al., 2014), como é encontrado em S. grandiflora.

Os seis compostos classificados como monoterpenos foram encontrados nos volateis
florais de S. grandiflora em quantidade semelhante ao encontrado em outras orquideas
polinizadas por abelhas Euglossini (DODSON et al., 1969, HILLS et al., 1972). A diversidade
das classes de compostos e a quantidade de compostos produzidos por uma espécie de
orquidea pode estar relacionada com a sua estratégia de polinizacdo (SALZMANN et al.,
2007). Sarcoglottis grandiflora segue o padrdo de espécies com estratégia de polinizacdo
especialista, ou seja, aquelas que produzem poucos compostos € em menor diversidade, pois
sofrem a selecdo de um Unico grupo de polinizador. Nerol e Geraniol sdo 0s compostos mais
representativos no buqué floral dessa espécie, sendo o Geraniol um composto conhecido na
atracdo das abelhas Euglossini (PERUQUETTI et al., 1999). A composi¢do dos volateis
florais é importante, pois determina qual espécie de polinizador é atraido (DODSON et al.,
1969), sendo alguns compostos especificos conhecidos na atracdao de determinados grupos de
polinizadores em orquideas (RAGUSO, 2008). Portanto, a mudanca na composi¢cdo dos
volateis florais pode levar a atracdo de grupos polinizadores diferentes numa mesma espécie
de planta (DODSON et al., 1969, SHUTTLEWORTH; JOHNSON, 2010).

O sinal olfativo de S. grandiflora parece ser importante para atracdo dos polinizadores,
tendo em vista a sensibilidade das abelhas a esses compostos, fato que foi evidenciado por
meio do experimento de atragdo em campo. Esse experimento simulando apenas o sinal
olfativo demonstrou que a esséncia parece atuar como um sinalizador da disponibilidade de
néctar, uma vez que ndo foi observado qualquer polinizador coletando a fragrancia de S.
grandiflora, nem nos papéis de filtro pendurados onde a mistura sintética foi oferecida.
Outras orquideas também usam o perfume floral para indicar a disponibilidade de néctar
(ARGUE, 2012). Além disso, o odor floral ndo tem apenas a funcdo de atrair polinizadores,
ele pode também atuar na defesa contra herbivoros e contra estresses abioticos (KNUDSEN et
al., 2006). E conhecido que florivoros podem aproveitar o odor emitido pelas flores para
atracdo dos polinizadores para localizd-las (NUNES et al., 2016). No entanto, no presente
trabalho apenas polinizadores foram atraidos pela mistura sintética nos ensaios

comportamentais.
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Parece haver baixa frequéncia do principal polinizador, E. atleticana, no fragmento
maior, a Rebio Guaribas, pois ela possui menor abundancia comparado com as outras areas de
estudos, o0 que € condizente com a observacdo de menor taxa de remocdo de polineas e
formacdo de frutos nessa area. Nesse fragmento, a maior riqueza de orquideas e de outras
plantas produtoras de néctar € maior quando comparada ao nimero de espécies descritas para
as outras duas areas (BARBOSA et al., 2011; ARAUJO et al., 2009), e que podem florescer
no mesmo periodo. Essa sobreposicdo fenoldgica associada a maior diversidade de recursos
parece estar promovendo uma competicdo maior pelos polinizadores. Esta impressdo foi
corroborada uma vez que abelhas carregando polineas de outras espécies foram capturadas.

O fragmento do DSE, apesar de ser o menor, possui alta frequéncia de visitas em
flores de S. grandiflora, alta producdo de frutos e alto niUmero de remocdo de polineas. A
abundancia dessas abelhas nesse fragmento pode ser devido ao fluxo de abelhas entre o
Jardim Botanico e a Mata do DSE, tendo assim o suprimento de outras necessidades, como
local pra nidificacdo e outras fontes de alimento providas pela &rea maior. Ha registros do
deslocamento de espécies de abelhas Euglossini por grandes distancias (WIKELSKI et al.,
2010) e similaridade na composicdo das espécies dessas abelhas em fragmentos de mata
muito proximos (2km distancia) (RAMALHO et al., 2009). Uma maior competicdo no
compartilhamento de polinizadores no Jardim Botanico e uma maior concentragéo de recursos
oferecidos por S. grandiflora na Mata do DSE, torna S. grandiflora mais atrativa ao
polinizador no fragmento menor. Considerando-se que ndo so fatores abidticos interferem na
sazonalidade dessas abelhas, mas concentracdes de recursos, como perfumes florais e uma
grande quantidade de flores produzindo néctar, pode aumentar a abundancia temporal de
Euglossini em um fragmento (ARMBRUSTER, 1993).

Um Unico fruto de orquidea possui uma grande quantidade de sementes (VAN DER
PIJL; DODSON, 1966; DRESSLER, 1981), mesmo com uma baixa frequéncia do
polinizador, as sementes produzidas por individuos de S. grandiflora garantem o
estabelecimento das populagdes. Outra caracteristica que garante 0 sucesso de
estabelecimento é que apenas algumas visitas sdo necessérias para garantir a fecundacgdo
(considerando que o poélen de S. grandiflora é facilmente liberado da polinea). Esse nimero
elevado de sementes permite o estabelecimento de grandes populacBes de orquideas como
ocorre no caso de Epidendrum paniculatum (PANSARIN, 2003).

Como é conhecido para outras espécies da familia Orchidaceae (TREMBLAY, 1992),
S. grandiflora apresenta um grau de especificidade muito grande com os seus polinizadores,

Eulaema atleticana e E. bombiformis, tendo em vista que a diminuicdo do sucesso
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reprodutivo dessa espécie pode estar relacionada com a menor frequéncia do principal
polinizador, E. atleticana, dependendo da &rea de estudo. Esse fato também mostra uma
grande especificidade e a possivel pressao seletiva sofrida na producéo de recursos e atrativos,
néctar e odor, respectivamente, de acordo com as preferéncias alimentares e o periodo de

maior atividade das abelhas da tribo Euglossini.
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3 CONCLUSOES

Sarcoglottis grandiflora é uma espécie autocompativel, mas que precisa de um vetor
bidtico para realizar a polinizagdo, pois a morfologia das suas flores impede que ocorra
autopolinizacdo. A agamospermia € uma estratégia reprodutiva presente em S. grandiflora, no
entanto tem um numero de formacdo de frutos muito baixo, mas ainda assim pode ser
considerada uma estratégia reprodutiva para a espécie no caso da auséncia do polinizador,
garantindo assim uma seguranca reprodutiva minima em curto prazo.

O principal polinizador € a abelha da tribo Euglossini, Eulaema atleticana, que visita
com maior frequéncia as flores S. grandiflora, enquanto o polinizador secundario é a abelha
Eulaema bombifomis, que possui morfologia muito parecida com o principal polinizador,
como o tamanho dos individuos, que possuem um aparato bucal capaz de acessar 0 néctar e
por sua vez acaba tendo contato com as polineas de S. grandiflora.

Os recursos e atrativos, néctar e odor, seguem os padrBes de plantas polinizadas por
abelhas, como o padrdo do volume e da concentracdo do néctar, e a composicao e o horério de
emissdo de odor, que coincide com o periodo de maior frequéncia do polinizador. A producgéo
desses recursos e atrativos nesse periodo € uma estratégia interessante para a espécie, que
acaba economizando energia nas suas producdes.

A menor abundéancia do polinizador, dependendo da area de estudo, leva a um menor
sucesso reprodutivo de S. grandiflora, mas mesmo em baixa frequéncia do polinizador ainda
¢ garantido um alto sucesso reprodutivo, mostrando a elevada eficiéncia das duas abelhas,
Eulaema atleticana e E. bombiformis. A interacdo de S. grandiflora e seus polinizadores
mostra-se como um bom modelo de estudo para entender a mudanca da dinamica planta-

polinizador em fungdo da fragmentacéo do habitat.
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