| [~=2
e
e~

‘l

)
~

2
)

US IMPAVIDA

L

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA VEGETAL

VITORIA DA FONSECA DIAS

SINAIS FLORAIS E BIOLOGIA REPRODUTIVA DA BROMELIA Cryptanthus
bahianus: NECTAR OU PERFUME COMO RECURSO?

Recife
2024



VITORIA DA FONSECA DIAS

SINAIS FLORAIS E BIOLOGIA REPRODUTIVA DA BROMELIA Cryptanthus
bahianus: NECTAR OU PERFUME COMO RECURSO?

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Biologia Vegetal da Universidade
Federal de Pernambuco, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre em Biologia
Vegetal. Area de concentracdo: Ecologia e

Conservacéo.

Orientadora: Profa. Dra. Isabel Cristina Sobreira Machado

Coorientador: Prof. Dr. Paulo Millet-Pinheiro

Recife
2024



Catalogacéo na Fonte
Bibliotecéario: Marcos Antonio Soares da Silva
CRB4/1381

Dias, Vitoria da Fonseca.
Sinais florais e biologia reprodutiva da bromélia: Cryptanthus bahianus: néctar ou perfume como recurso?.
/ Vitéria da Fonseca Dias. — 2024.
89f.:1il, fig.; tab.

Orientadora: Isabel Cristina Sobreira Machado.
Coorientador: Paulo Millet-Pinheiro.

Dissertacao (mestrado) — Programa de Pé6s-Graduacao em Biologia Vegetal da Universidade Federal de
Pernambuco, 2024.

Inclui referéncias e anexo.

1. Andromonoicia. 2. Bromélia. 3. Néctar. 4. Perfume floral. 5. Polinizacéo generalista. I. Machado,
Isabel Cristina Sobreira (Orient.). Il. Millet-Pinheiro, Paulo (Coorient.). Ill Titulo.

580 CDD (22.ed.) UFPE/CB — 2024-057




VITORIA DA FONSECA DIAS

SINAIS FLORAIS E BIOLOGIA REPRODUTIVA DA BROMELIA Cryptanthus
bahianus: NECTAR OU PERFUME COMO RECURSO?

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-graduacdo em Biologia Vegetal da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para a obtencao do titulo de
Mestra em Biologia Vegetal.

Aprovada em 21/02/2024.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Isabel Cristina Sobreira Machado
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Dr. Carlos Eduardo Pereira Nunes
Universidade de S&o Paulo (USP)

Prof. Dr. José Alves de Siqueira Filho
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF)



Dedico esta dissertacdo a Deus, que esta comigo em
cada passo da minha vida, me iluminando na calmaria
e me levando nos bragos durante as tempestades.
Também, aos meus pais, minha base e grandes

colaboradores, sem eles nada disso seria possivel.



AGRADECIMENTOS
A Deus, que me guia em todos os momentos de minha vida e plantou em meu
coragdo o gosto pela Boténica, desde o inicio do curso de Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas, fazendo com que eu escolhesse essa area para dar continuidade a minha
formacéo académica. Agradeco por toda conducao Divina, que me levou a admirar as

plantas e enxergar beleza e resiliéncia que esses seres possuem.

Aos meus pais (Elizabeth e Jornandes), os quais sdo minha base, meu porto
seguro e sempre me ensinaram a ter um grande apreco pelos estudos, pois essa € a
maior heranca que podem me oferecer. Eles estdo comigo em todos os momentos,
inclusive nas idas a campos, me ajudando, segurando minhas maos nos momentos
de desespero, enxugando minhas lagrimas, mas também se alegrando e festejando

com as minhas conquistas, sejam elas pequenas ou grandes.

A minha orientadora Profa. Dra. Isabel Cristina Machado, que me acolheu
desde o periodo de graduacdo, mesmo quando eu nado tinha cursado nenhuma
disciplina de Botéanica, e por sempre se colocar de uma maneira acessivel ao me
orientar e corrigir, e também por me encorajar a ser independente e auténtica no
desenvolver dos trabalhos. Ao meu coorientador, Prof. Dr. Paulo Millet-Pinheiro, pois
mesmo de longe e me contactando na maior parte das vezes remotamente sempre se
fez presente em todo desenrolar do projeto, contribuindo para que o trabalho ficasse

cada vez mais estruturado.

Ao Dr. Sinzinando Albuquerque-Lima, que desde meu primeiro PIBIC tem
estado comigo, me acompanhando e ensinando em todos os momentos durante as
pesquisas na minha vida académica, sendo meu mentor profissional, amigo e alguém
que me inspira. Também gostaria de agradecer a sua familia, que me acolheu nos

periodos iniciais de campo de maneira muito amavel e atenciosa.

A MSc. Isadora Schulze, que esteve muito presente durante os tratamentos e
analise dos dados, me ensinado o0 passo a passo de varios protocolos, em especial 0
odor floral, bem como o de reflectancia. Sempre muito acessivel, me assistindo nos

procedimentos laboratoriais e tirando todas minhas duvidas.

A Dra. Ana Carolina Galindo e Dr. Arthur Domingos Melo, pelas sugestbes e
contribui¢cdes de extrema relevancia feitas durante o desenvolvimento do trabalho, as

quais foram essenciais para lapidar a escrita e analise dos resultados.



Ao corpo docente da Pés Graduacao em Biologia Vegetal (PPGBV). Sinto-me
honrada de ter tido a oportunidade de poder aprender um pouco mais sobre Botanica
com tantos mestres atenciosos e dindmicos. Além disso, gostaria de agradecer a
coordenacao do curso, prestativa em solucionar as dificuldades dos discentes.

Aos meus colegas da Pds, pessoas muito receptivas e prestativas, com as
quais pude dividir diversos momentos de aprendizado, bem como a Secretaria da Pos-
Graduacao em Biologia Vegetal, em especial Felipe, que sempre de forma gentil

avidamente sanava minhas davidas por mais simples que fossem.

Aos meus colegas do Laboratério de Biologia Floral e Reprodutiva
(POLINIZAR), Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco, onde
me estabeleci, podendo crescer e desenvolver minhas habilidades na parte da
pesquisa. Especialmente gostaria de agradecer a Isabella Johanes, Ana Carolina
Sabino, Kamila Ermina e Thais Andrade com quem pude dividir muitos

guestionamentos e boas risadas.

Ao Laboratério de Ecologia Quimica da UFPE, em nome da Profa. Dra. Daniela
Navarro e do Prof. Dr. Paulo Milet-Pinheiro, pela parceria e colaboracdo na execucao
e analise dos compostos volateis florais, essencial para o desenvolvimento do

trabalho.

Aos meus amigos, gue mesmo inicialmente ndo entendendo muito bem minhas
auséncias e poucas palavras durante os periodos de disciplinas condensadas e em
campo, sempre me estendem a mao nos momentos de aflicdes e se alegram com

cada vitoria.

Ao Prof. Dr. Luiz Costa Filho, o qual me acompanhou em toda graduacéo,
sempre se mostrando presente para me incentivar a seguir na area de Botanica e me
arriscar além dos muros da Universidade Catolica de Pernambuco, afinal segundo

suas palavras “Mar calmo nao faz marinheiro bom”.

A Emmanuelle Fontenele, que me acompanha em muitos momentos
importantes de minha vida pessoal e profissional, sempre me incentivando a superar
meus limites, sem medo dos desafios, me ajudando a ver as situacdes adversas por

diferentes perspectivas e a supera-las.

Ao Seu Luciano, gerente do Condominio Bromélia da Terra, que cedeu

diversos ambientes do condominio para os momentos iniciais e finais dos dias de



trabalho, além de permitir que deixassemos o carro em seguranca dentro do
estabelecimento proximo do local de estudado, facilitando os deslocamentos com
mais rapidez. Também gostaria e agradecer a Rodrigo e Daniela que abriram as
portas de seu flat em todos os momentos necessarios e viabilizaram uma estadia

agradavel.

A Joana e Dona Maria José (in memorian), que sempre estiveram de portas
abertas e dispostas a me ajudar com seus conhecimentos populares todas as vezes

gue eu me encontrava abatida e estagnada.

Ao Pastor Victor, que estd sempre acessivel para conversas edificantes e muito
elucidadoras, agradeco principalmente pelos momentos de apoio em que me Vi

perdida e pouco confiante no proposito de Deus em minha vida.

Aos integrantes da Pardquia de Boa Viagem (Pracinha), em especial ao Grupo
Jovem Agape e a Pastoral da Acolhida, que me receberam e aos poucos me

integraram na paroquia a qual hoje me orgulho de fazer parte.

A FACEPE (Fundacao de Amparo a Ciéncias e Tecnologia Pernambuco) por
ter financiado a pesquisa em questao (IBPG-1752-2.03/21) durante os dois anos de

mestrado na Pés Graduacao de Biologia Vegetal.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico pelos
recursos aprovados (CNPg/Universal: n° processo 422647/2021-7) e (CNPg/PQ: n°
processo 313948/2021-6), que custearam parte das despesas relacionados as
atividades de campo.



“‘Alguém me disse que sonhou, que estava numa
praia, caminhando com Jesus. Olhando o céu viu
sua vida tanta estrada percorrida, sempre em busca
de uma luz, e olhando as marcas na areia viu ao

lado dos seus passos as pegadas de Jesus”

~ Pegada na Areia (Padre Anténio Maria)



RESUMO

Cryptanthus € um género nativo do Brasil que apresenta suas flores polinizadas
principalmente por abelhas e beija-flores. Contudo, as informacdes sobre biologia
floral e polinizagdo no género ainda s&o escassas, de modo que estudos sobre a
histéria natural desse grupo sdo importantes para melhor entender a filogenia
recentemente proposta. Existem apenas trés espécies de Cryptanthus indicadas na
literatura como flores de perfume. Este trabalho, portanto, teve como objetivo
investigar se outro representante do género oferta perfume como recurso floral, além
de agregar mais dados de biologia floral e interagcbes com os polinizadores ao conjunto
de dados ja existente. Cryptanthus bahianus, espécie escolhida para o estudo, ocorre
no municipio de Sairé, Pernambuco. Foi monitorada a antese e o periodo de
receptividade estigmatica. Para a morfometria floral e medigbes do volume e
concentragdo do néctar, foram utilizadas flores estaminadas e hermafroditas de
diferentes individuos. Os protocolos de sinalizacéo floral englobaram a analise de
reflectancia das principais partes florais, bem como dos compostos volateis florais. A
observacéo dos visitantes florais e a frequéncia de visitas foram feitas diretamente no
campo durante todo o periodo de antese da flor. Foram feitos diferentes testes para
analisar o sistema reprodutivo da espécie. Constatou-se que C. bahianus é
andromonaica, com sua inflorescéncia emergindo na area central da planta, seguindo
0 padrdo ja descrito para o género. Assim como em outros representantes de
Cryptanthus, as flores de C. bahianus apresentam antese diurna, com abertura floral
iniciando as 05h00, com o estigma ja receptivo, permanecendo desse modo até as
17:00h. As flores séo trimeras, actinomorfas com corola alva e infundibuliforme. A
partir da analise morfométrica dos dois tipos florais, foi possivel evidenciar que as
flores hermafroditas sao significativamente maiores que as estaminadas. O néctar,
anico recurso ofertado pela flor, € produzido no inicio da antese, por flores
estaminadas e hermafroditas, sendo acessado facilmente pelos polinizadores.
Durante o periodo de observacao, foi possivel verificar um amplo espectro de insetos
como visitantes florais, sendo a espécie considerada generalista, similar a outras do
género. Comparando diversos atributos florais como periodo de antese, morfologia,
coloragéo, volume e concentracdo de néctar de C. bahianus com dados de outras
espécies de Cryptanthus, foi possivel observar muitas similaridades, demonstrando

que os atributos florais do género sdo em muitos aspectos conservados. Entretanto,



com relacdo a caracterizacdo quimica do perfume floral, apenas alcool benzilico, (Z)
e (E)-3-Metil-4-acido decendico foram os compostos majoritarios. Destaca-se que,
apesar de machos de abelhas euglossines visitarem as flores de C. bahianus, nao foi
observado comportamento estereotipado de raspagem das pétalas por parte dessas
abelhas, o que seria um indicativo de possivel coleta de perfume. A provavel razéo da
auséncia desse comportamento é a inexisténcia de compostos responsaveis pela
mediacdo da polinizacdo especializada na coleta de perfume floral, como o semivolatil
copalol, que foi descoberto recentemente em flores de outra espécie de Cryptanthus.
Logo, foi descartada a hipétese de que a espécie estudada seria outra flor de perfume
no género. Discutimos no trabalho uma possivel evolugdo da sindrome de flores de
perfume em Cryptanthus, a partir de espécies filogeneticamente mais basais e
generalistas como C. bahianus.

Palavras-chave: andromonoicia, bromélia, néctar, perfume floral, polinizacédo

generalista



ABSTRACT
Cryptanthus is a genus native to Brazil whose flowers are pollinated mainly by bees
and hummingbirds. Nevertheless, information on floral biology and pollination in the
genus is still limited. Therefore, studies on the natural history of this group are relevant
to compare with the recently proposed phylogeny. In the literature, only three species
of Cryptanthus have been described as perfume flowers. This dissertation aimed to
investigate whether another representative of the genus would offer perfume as a floral
resource, as well as to add more information on floral biology and interactions with
pollinators to the existing knowledge. The species studied, Cryptanthus bahianus,
occurs in Sairé, Pernambuco. We monitored anthesis and the period of stigmatic
receptivity. For floral morphometry and measurements of nectar volume and
concentration, we measured staminate and hermaphrodite flowers from different
individuals. The floral signaling protocols included the analysis of reflectance and floral
volatile compounds. We observed flower visitors and the frequency of visits directly in
the field throughout the flower anthesis period. Finally, to analyze the reproductive
system, we carried out different tests. Cryptanthus bahianus is andromonoecious, with
its inflorescence emerging in the central area of the plant, following the pattern already
described for the genus. Similar to other species in the Cryptanthus genus, the flowers
of C. bahianus have diurnal anthesis, with the flower opening at 5am, with the stigma
already receptive, and remaining so until 5pm. Flowers are trimerous, actinomorphic,
with an infundibuliform corolla. The morphometric analysis of the two flower types
showed that the hermaphrodite flowers are significantly larger than the staminate ones.
Nectar is the only resource offered by flowers. It is produced at the beginning of
anthesis by staminate and hermaphrodite flowers and is easily accessed by pollinators.
During the observation period, it was possible to see a large spectrum of insects as
floral visitors, and the species is considered a generalist, like others in the genus.
Anthesis period, morphology, coloration, volume and nectar concentration of C.
bahianus is similar to those of other Cryptanthus species, demonstrating that floral
attributes are in many ways conserved within the genus. According to the chemical
characterization of floral scent, only benzyl alcohol, (Z) and (E)-3-methyl-4-decenoic
acid were the majority compounds. Although male euglossine bees visit the flowers of
C. bahianus, no stereotyped behavior of scraping the petals by the legs of these bees
was observed, which would indicate possible scent collection. The probable reason for

the absence of this behavior is the inexistence of compounds responsible for mediating



pollination by perfume-collecting male euglossine bees, such as the semi-volatile
copalol, which was recently discovered in the flowers of another Cryptanthus species.
Consequently, the hypothesis that the species studied was another perfume flower in
the genus was ruled out. In this paper, we discuss the evolution of the perfume flower
syndrome in Cryptanthus from early divergent and generalist ancestral clade, such as

C. bahianus.

Keywords: andromonoecy, bromeliad, nectar, floral scent, generalist pollination
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1 INTRODUCAO

A flor € uma das principais inovacdes evolutivas das Angiospermas, sendo o
orgdo responséavel pela reproducdo das espécies, podendo apresentar variadas
estruturas, mais ou menos especializados (ENDRESS, 1994; RECH et al., 2014;
WILLMER, 2011). Devido ao habito séssil, as plantas desenvolveram atributos florais,
dentre eles atrativos e recursos, capazes de atrair e assegurar o retorno dos vetores
bioticos (JIANG; MOUBAYIDIN, 2022; LIU et al., 2023). Dessa forma, esses animais
ao retornarem as flores podem promover a polinizagdo, em especial cruzada,
otimizando o sucesso reprodutivo e contribuindo para perpetuacdo da espécie
(RAVEN et al., 2014).

Sabe-se que a maioria das plantas sdo zodfilas, ou seja, dependem dos
animais para sua polinizagao (PANSARIN; MACIEL, 2017). Os atrativos florais, tais
como coloracdo, tamanho e forma da flor, bem como o odor floral ttm como funcéo
sinalizar a presenca dos recursos florais (VARASSIN; AMARAL-NETO, 2014;
WOODCOCK et al., 2014; ALBUQUERQUE et al., 2021). Sendo assim, a existéncia de
atrativos florais é imprescindivel, j& que eles tém como principal fungdo chamar
atencdo da fauna polinizadora em meio a paisagem natural, atraindo e induzindo os
animais a uma possivel visita (VARASSIN; AMARAL-NETO, 2014; LIPINSKA et al.,
2022).

Além dos atrativos, as flores produzem recursos florais, que em muitos casos
s&0 elementos essenciais para manutencdo da vida dos polinizadores (BARONIO et
al., 2018; FREITAS, 2018; MOUILLARD-LAMPLE et al., 2023). Em um modelo 6timo,
o vetor bidtico da polinizacdo, principalmente insetos e/ou vertebrados, quando
atraidos para as flores e se utilizarem dos seus recursos durante as visitas, podem
nesse processo garantir transporte de polen entre as flores (FREITAS, 2018). Logo,
0s recursos florais sdo um investimento para auxiliar na mediacdo das interagfes
mutualisticas entre plantas e polinizadores estando entre eles, o néctar, o pdlen, os
6leos, as resinas e os perfumes florais (SCHMID et al., 2016; BARONIO et al., 2018;
FREITAS, 2018), que sao ajustados de maneira que possam manter os visitantes se
locomovendo entre o maximo de flores possivel (AGOSTINI; LOPES; MACHADO,
2014).

Para os visitantes florais, os quais procuram lucro maximo do forrageamento
das flores com um esforgo minimo, o recurso floral é de grande importancia, ja que na

sua maioria (ex. néctar e polen) sdo utilizados principalmente na sua alimentagéo e
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de sua prole (SCHMID et al., 2016; BARONIO et al., 2018; HE et al., 2021). A
associacao entre visitantes e recursos, entretanto, vai além da busca por alimentacao,
podendo haver usos de recursos florais utilizados para outras finalidades, como na
construcdo de ninhos, no caso de resinas florais e comunicacdo durante a corte
sexual, no caso dos volateis florais, usados pelos machos da tribo Euglossini
(CARMO, FRANCESCHINELLI, 2002; CUTTER et al., 2021; BRANDT et al., 2021,
JONES et al., 2021).

As flores de espécies que ofertam perfume sdo chamadas de flores de perfume
(sensu Vogel, 1966), conhecidas por produzirem substancias quimicas em glandulas
especializadas (osmoforos) que funcionam tanto como atrativo quanto como
recompensa para polinizadores especializados (MILET-PINHEIRO et al., 2021; LIU et
al., 2023). As flores de perfume contam com polinizadores especializados em busca
de recompensas quimicas (LIU et al., 2023). Apenas machos de abelhas da tribo
Euglossini sdo capazes de usar o perfume floral como recurso, uma vez que estes
insetos apresentam adaptacdes Unicas no seu corpo para a aquisicao e acumulo de
compostos quimicos de flores de perfume. Esses compostos volateis ou semi-volateis
sdo posteriormente utilizados durante a exibicdo de corte (DRESSLER, 1982;
BRANDT et al., 2021).

Inicialmente, os estudos sobre as flores de perfume e o comportamento de
coleta desses volateis pelas abelhas especializadas foram mais abundantes para a
familia Orchidaceae (GERLACH; SCHILL, 1991). No entanto, com o passar do tempo
esse sistema de polinizacdo passou a ser evidenciado em varias outras familias
botanicas (VOGEL, 1978, GERLACH; SCHILL, 1991, SAZIMA et al.,1993;
HENTRICH; KAISER; GOTTSBERGER, 2007; BOFF et al., 2015, MARTEL et al.,
2019). Atualmente sdo conhecidas pelo menos 15 familias de Angiospermas
neotropicais que apresentam flores de perfume, sendo Orchidaceae e Araceae as
mais representativas (DRESSLER, 1982; RAMIREZ 2009; JIMENEZ et al., 2021).

Em Bromeliaceae, uma familia neotropical que possui cerca de 68 géneros e
aproximadamente 3.750 espécies (GIVNISH et al., 2011; APG IV 2016; GOUDA et al.
cont. upd.), a polinizacdo é realizada por uma grande variedade de vetores
invertebrados e vertebrados, sendo os registros de flores de perfume extremamente
raro e recentes (WOLOWSKI; FREITAS, 2015; PAGGI; PALMA-SILVA; BERED,
2020). Ate entdo foi relatado na literatura apenas trés espécies de bromélias

pertencentes ao género Cryptanthus Otto & A.Dietrich (C. burle-marxii [= C. zonatus],
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C. dianae e C. euglossini) ofertando perfume floral como recurso para os machos de
abelhas euglossine (SIQUEIRA FILHO; MACHADO 2008; MILET-PINHEIRO et al.,
2021; ALMEIDA et al., 2022).

Uma vez que as informacdes sobre biologia floral e polinizagdo em Cryptanthus
ainda sdo muito reduzidas, a dissertacdo objetivou investigar a biologia floral e
reprodutiva de C. bahianus, que tem atributos florais similares as trés espécies de
flores de perfume no género. Pretendeu-se ampliar o conhecimento da histéria natural
desse género de plantas e analisar o comportamento dos polinizadores, para elucidar
se C. bahianus seria outro exemplo de flor de perfume em Cryptanthus.

A dissertacdo esta organizada em uma fundamentacéo tedrica e um manuscrito
que serd submetido para publicacdo. A fundamentacéo teorica esta subdividida em
quatro partes. Primeiramente, abordamos aspectos a respeito dos variados recursos
florais ofertados para os polinizadores. Na segunda parte, relatamos sobre o sistema
de polinizacdo especializado de coleta de perfumes florais, descrevendo mais
detalhadamente as flores de perfume. Na terceira parte abordamos informacdes
gerais sobre a biologia floral e polinizacdo da familia Bromeliaceae e, por fim,
trazemos as informacdes mais relevantes sobre a ecologia reprodutiva de
Cryptanthus.

No manuscrito intitulado “Néctar ou perfume? Revelando diferentes estratégias
na recompensa para polinizadores no género Cryptanthus (Bromeliaceae)”, nés
investigamos se C. bahianus é mais uma espécie do género que oferta perfumes
florais para machos de abelhas euglossines. Nesse contexto, descrevemos as pistas
olfativas e visuais, os atributos, a biologia floral e reprodutiva de C. bahianus, visando
agregar ao conjunto de dados sobre a biologia floral do género estudado. Monitoramos
também a frequéncia e o comportamento dos visitantes florais, com especial atencéo
ao comportamento durante as visitas e recursos coletados, principalmente pelas
abelhas da tribo Euglossini, cujos machos sdo conhecidos por apresentarem um
comportamento caracteristico de raspagem das pétalas quando visitam flores de
perfume. Pretendemos submeter esse manuscrito para a Plant Biology (Fator de
impacto: 3,877; Percentil Scopus: 90%; Qualis— Al).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Recursos Florais

As flores s&o estruturas centrais no grupo das Angiospermas, as quais tiveram
origem e diversificagdo durante a evolugdo das plantas, sendo essencial para
impulsionar o desenrolar da biodiversidade (SOLTIS et al., 2008; JIANG;
MOUBAYIDIN, 2022, LIU et al., 2023). De modo geral, as flores sédo formadas a partir
de meristemas secundarios pela diferenciacdo dos verticilos florais, como sépalas,
pétalas, estames e carpelos (JIANG; MOUBAYIDIN, 2022), cujo conjunto é
fundamental na reproducéo das espécies (LIU et al., 2023). E de conhecimento geral
gue os atributos florais estédo correlacionados com os polinizadores, ja que a maioria
das plantas com flores precisa de vetores bibticos para a transferéncia de pdlen
(JOHNSON, 2013; PANSARIN; MACIEL, 2017). O surgimento e a manutencéo dos
mais diversos atributos florais sdo impulsionados pela selecdo gerada pelos
polinizadores. Assim, como resultado de tais pressdes seletivas, podem surgir novas
estratégias de atracao e recompensas florais (PANSARIN; MACIEL, 2017).

Os recursos florais sdo um investimento por parte das flores para auxiliar na
mediacdo do processo de polinizacdo, promovendo assim a interacdo mutualistica
entre plantas e animais polinizadores (BARONIO et al., 2018; FREITAS, 2018). Na
maior parte dos casos, 0s vetores bidticos da polinizacdo, insetos e vertebrados,
reconhecem as flores em meio a paisagem natural a partir dos atrativos florais,
principalmente por meio das habilidades sensoriais da visdo e olfato (AGOSTINI;
LOPES; MACHADO, 2014; FREITAS, 2018). Posteriormente, ao abordarem a flor e
se utilizarem dos recursos, os visitantes florais podem acabar transportando entre as
flores os graos de polen que ficaram aderidos em seu corpo (FREITAS, 2018). Desse
modo, os recursos florais que estao distribuidos ao longo do habitat, sdo importantes
para a reproducdo em comunidades vegetais (SCHMID et al., 2016, GONZALES;
HEMPEL; ANDERSON, 2022).

Disponiveis no ambiente natural, os recursos sao suplementos fundamentais
elaborados por parte das flores (AGOSTINI; LOPES; MACHADO, 2014, BARONIO et
al., 2018; FREITAS, 2018; MOUILLARD-LAMPLE et al., 2023). Para os visitantes
florais, os quais procuram lucro maximo no forrageamento das flores com um esforgo
minimo (HEINRICH, 1975; VAN NEST; MOORE, 2012), o recurso floral é de grande

importancia e deve satisfazer pelo menos uma das trés principais necessidades dos
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animais: alimentacdo, reproducdo e construcdo de ninho (AGOSTINI; LOPES;
MACHADO, 2014). Portanto, os recursos sdo conhecidos pela sua relevancia na
regulagdo e apoio das populacbes de polinizadores e servicos associados
(TIMBERLAKE; VAUGHAN; MEMMOTT, 2019). Existem duas principais classes de
recursos florais, sendo a mais conhecida as recompensas nutritivas (polen, néctar,
lipideos e tecidos florais), necessarias para manutencao da dieta dos visitantes florais
(AGOSTINI; LOPES; MACHADO, 2014; BARDA et al., 2023). Os recursos nao
nutritivos (ceras, resinas e fragrancias) sao utilizados para fins diversos tais como
reproducéo, defesa de predadores e estruturacdo de abrigos (KRAHL et al., 2019). Os
recursos sao ajustados de maneira que possam manter os visitantes se locomovendo
entre o maximo de flores possivel, contudo, mesmo que a polinizacdo seja definida
como uma interacdo mutualistica, sempre ha conflito de interesse entre os
participantes com relacdo aos custos energéticos da interacdo (AGOSTINI; LOPES;
MACHADO, 2014).

Dentre as funcdes desempenhadas pelas recompensas florais, a necessidade
alimentar € a responsavel pela maior parte das visitas, jA que em muitos casos 0s
animais buscam nas flores a sua alimentacdo e de sua prole (néctar e podlen)
(AGOSTINI; LOPES; MACHADO, 2014; BARONIO et al., 2018). A associacdo entre
visitante e recursos, entretanto, vai além da busca por alimentacéo, existindo usos de
recursos em outras interagdes menos comuns (ARMBRUSTER, 1984; CARMO,
FRANCESCHINELLI, 2002), como na comunicagdo durante a corte sexual, no caso
das abelhas machos da tribo Euglossini, os quais coletam e utilizam substancias
presentes em perfumes florais de certas espécies vegetais (CUTTER et al., 2021,
BRANDT et al., 2021; JONES et al., 2021).

2.2 Flores de perfume e polinizadores especializados

O olfato € o sentido mais béasico e universal dentre os seres vivos, e 0S
aromas que emanam de flores foram percebidos pelos seres humanos desde a
antiguidade (DUDAREVA; PICHERSKY, 2006; DOMINGOS-MELO et al., 2020).
N&o é novidade que o cheiro das flores pode ser um fator chave na atracdo de
alguns grupos de polinizadores, e uma diversidade de volateis florais comporta-se
como agentes sinalizadores que desempenham inumeras interacdes benéficas
planta-polinizador (KNUDSEN; TOLLSTEN; BERGSTROM, 1993; WHITEHEAD;
PEAKALL, 2009; ALBUQUERQUE et al., 2021). Contudo, o perfume das flores nédo



€ considerado apenas um mediador na atracdo dos polinizadores; a depender da
espécie também pode ser considerado um recurso floral para polinizadores
especificos, configurando a sindrome das “flores de perfume” (VOGEL, 1966;
KNUDSEN; GERSHENZON, 2020; LIU et al., 2023).

As “flores de perfume” sédo caracterizadas pela producdo de cheiros que,
em geral, sdo constituidos por misturas especificas de compostos
volateis/semivolateis, da classe dos terpendides, benzoides, hidrocarbonetos, os
quais sao exsudados em pequenas goticulas na superficie glandular das partes
florais (VOGEL, 1966, 1998; GERLACH; SCHILL, 1991). Os machos de abelhas
euglossines apresentam adaptacfes Unicas nas suas pernas para a aquisicao,
manipulacdo e armazenamento de compostos quimicos de flores de perfume
(BRANDT et al., 2021; LIU et al., 2023). Essas abelhas coletam as substancias
volateis florais com as pernas anteriores e as armazenam em bolsas tibiais
existentes nas suas pernas posteriores, utilizando esses volateis no periodo de
pré-acasalamento, expondo essa mistura de perfumes durante a exibi¢cao da corte,
para assim atrair fémeas da mesma espécie para a reproducédo (VOGEL, 1966;
ELTZ,1999; ZIMMERMANN; RAMIREZ; ELTZ, 2009; BRANDT et al., 2021).

Essa sindrome floral € uma especializacdo comum em muitos
representantes das monocotiledéneas e eudicotiledéneas (ENDRESS, 2010).
Atualmente, sdo conhecidas cerca de 1000 espécies de plantas distribuidas em 15
familias de Angiospermas neotropicais que produzem perfumes como recompensa
para os seus polinizadores (GERLACH; SCHILL, 1991; SIQUEIRA FILHO;
MACHADO, 2008; ROCHA-FILHO et al., 2012; MILET-PINHEIRO et al., 2022;
PEMBERTON, 2023). Entre as familias que apresentam essa especializacdo na
oferta de perfumes florais, Orchidaceae € a mais conhecida, sendo essa interacao
particularmente diversa nas subtribos Catasetinae (MILET-PINHEIRO; GERLACH,
2017; MILET-PINHEIRO et al., 2022), Stanhopeinae e Zygopetalinae (GERLACH,;
SCHILL, 1991). Outras familias sdo conhecidas por apresentarem representantes
de flores de perfume dentre elas estdo Solanaceae (SAZIMA et al., 1993),
Annonaceae (TEICHERT et al.,, 2009) e Araceae, particularmente os géneros
Spathiphyllm e Anthurium (JIMENEZ et al., 2021).

Embora para algumas familias essa sindrome de polinizacdo seja comum e
bem estabelecida, para outros grupos de plantas, como as bromélias, esses casos

sao singulares e com estudos pontuais, mas podem permitir o entendimento da
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evolucdo dessa interacdo em uma linhagem de plantas com diversos sistemas de
polinizacédo (SIQUEIRA FILHO; MACHADO, 2008; MILET-PINHEIRO et al., 2021).
Atualmente, com relagdo a familia Bromeliaceae ha apenas registros de flores de
perfume para trés espécies do género Crypthantus, C. burlemarxii (= C. zonatus),
C. dianae e C. euglossini, sendo confirmada em campo a coleta de perfume por
machos de euglossines (SIQUEIRA FILHO; MACHADO, 2008; MILET-PINHEIRO
et al., 2021; ALMEIDA; SIQUEIRA FILHO; LEME, 2022).

2.3 Bromeliaceae

Bromeliaceae (ordem Poales) € uma familia monofilética, que inclui 82
géneros e aproximadamente 3.700 espécies, amplamente distribuidas na regido
neotropical, com excec¢do de Pitcairnia feliciana, que ocorre na Africa Ocidental
(LUTHER, 2014; APG IV, 2016; GOUDA et al. cont. upd.). Essa familia teve origem
no Escudo das Guianas ha cerca de 100 milh6es de anos no periodo Cretaceo,
contudo, suas subfamilias comecando a divergir apenas cerca de 19 milhdes de
anos atras, alcancando partes da América tropical e subtropical, bem como a Africa
tropical (GIVANISH et al., 2011; 2014; PALMA-SILVA; FAY, 2020). Atualmente,
com os avancos das analises filogenéticas, sdo reconhecidas oito subfamilias:
Brocchinioideae, Bromelioideae, Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae,
Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae (BUTCHHER, 2010; GIVANISH et al.,
2011).

No Brasil, essa familia conta com cerca de 1.700 espécies distribuidas em
44 géneros, ocorrendo nas vegetacdes da Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pampa e Pantanal, sendo o leste do pais um dos maiores centros de
diversidade da familia (WANDERLEY et al. 2007; FORZZA et al., 2022; GOUDA et
al. cont. upd.). As bromélias que contribuem significativamente para o numero total
de espécies de Angiospermas, principalmente na Mata Atlantica, possuem alto
valor ecolégico, sendo um grupo de plantas com elevada importancia para a
conservacgao, ja que oferece uma gama de servi¢cos ecossistémicos (ZAPPI et al.,
2015; FERREIRA; FABRICANTE; SIQUEIRA-FILHO, 2015; LADINO et al., 2019).
Os individuos de Bromeliaceae sdo conhecidas por apresentarem diferente
arquitetura vegetal, com formatos que favorecem a retencdo de agua e nutrientes
nas axilas internas das folhas, fornecendo microssistemas que sustentam

comunidades de espécies aquaticas e terrestres (LOUNIBOS, 2009; LADINO et
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al., 2019).

Em Bromeliaceae muitos de seus representantes contam com o auxilio de
vetores bioticos para garantir a polinizagdo cruzada, dentre eles beija-flores,
morcegos, e variados insetos (KESSLER; KROMER, 2000; ZANELLA et al., 2012;
AGUILAR-RODRIGUEZ et al., 2014). Devido as caracteristicas florais diversas,
nessa familia algumas espécies apresentam polinizacdo mista ou generalizada,
atraindo diferentes grupos funcionais de polinizadores (RAMIREZ MORILLO et al.,
2009; WOLOWSKI; FREITAS, 2015; QUEIROZ et al., 2016). Além disso, muitas
bromélias sdo autbgamas (WENDT et al., 2002; MATALLANA et al., 2010). E
importante ressaltar que a polinizacdo por insetos (entomofilia) e aves (ornitofilia)
sdao modos de polinizacdo ancestral em Poales, e predomina em seus
representantes basais, como Bromeliaceae (LINDER; RUDALL, 2005;
WOLOWSKI; FREITAS, 2015). Dentre a ampla variedade de insetos, as abelhas
estdo entre os visitantes mais frequentes em algumas espécies com flores
pequenas e caracteristicas ornitéfilas (KAMKE et al., 2011; SCHMID et al., 2011).

Ao longo do tempo, as bromélias se diversificaram e desenvolveram
diversas adaptacdes funcionais e ecoldgicas, dentre eles arranjos florais com uma
ampla variacdo de cores, tamanhos, formas e cheiros, que estdo relacionados a
atracdo de polinizadores, sendo o néctar a recompensa usual (BENZING, 2000;
RAMIREZ MORILLO, 2001; CANELA; SAZIMA, 2005; KROEMER et al., 2008;
PALMA-SILVA; FAY, 2020). A composicdo do agucar, bem como a concentracdo
do néctar nas espécies de bromélias apresentam diferencas significativas entre as
sindromes de polinizacdo (KROEMER et al.,, 2008; PAGGI; PALMA-SILVA;
BERED, 2021). Bromeliaceae ainda demonstra grande variabilidade de compostos
volateis florais, associada a defesa contra herbivoros, patogenicidade, atracao de
polinizadores, também como recursos para polinizadores especializados (HILO DE
SOUZA et al., 2016; MILET-PINHEIRO et al.,2021). Finalmente, destaca-se uma
complexidade quanto a biologia floral, uma vez que existem diversos casos de
reversoes e transicdes de polinizacdo na familia associados a diversos fatores tais
como mudanca de habitats e disponibilidade de recurso (CANELA; SAZIMA,
2005; GIVANISH et al., 2014; NEVES et al., 2023).

2.4 Cryptanthus
O género Cryptanthus Otto & A.Dietrich € endémico do Brasil e conta
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atualmente com 78 espécies restritas as regides Nordeste e Sudeste (LEME et al.,
2017; 2020; FERREIRA et al., 2021; FORZZA et al., 2022). Esse género esta
incluido na subfamilia Bromelioideae, podendo ser encontrado entre os estados do
Rio Grande do Norte e Rio de Janeiro, em uma variedade de habitats que vai desde
a Mata Atlantica, seu centro de diversidade, até Campos Rupestres, Restinga e
Caatinga (SIQUEIRA FILHO, 2008; GIVNISH et al., 2011; FORZZA, 2013; LEME
et al.,, 2017). Uma das caracteristicas marcantes das suas espécies € o fato de
apresentarem hdbito terrestre/saxicola (VERSIEUX et al., 2010; CRUZ et al.,
2017), sendo evidenciado maiores populacdes em areas abertas, com presenca
de afloramentos rochosos (VERSIEUX; WENDT, 2007; CAVALCANTI FERREIRA,;
LOUZADA, 2020).

Apesar de seus representantes serem encontrados em diversos ambientes
com condicdes distintas, estudos sobre a biogeografia histérica demonstraram
cerrados, florestas semiaridas e campos rochosos como os biomas ancestrais
provaveis para o género (CRUZ et al., 2017). A andromonoicia, ou seja, existéncia
de flores estaminadas e hermafroditas na mesma planta, se apresenta como
caracteristica marcante e ancestral em Cryptanthus (CRUZ et al., 2017; LEME et
al., 2017). Vale ressaltar também que nos estudos sobre espécies do género,
essas plantas sdo vulgarmente chamadas de “estrelas da terra” apresentam
potencial para cultivo e ornamentacédo, devido a disposicéo e coloracdo atrativas
de suas folhas (JASMIM et al., 2006; VERSIEUX; MAGALHAES; CALVENTE,
2013; CASTRO et al., 2023).

Diversos representantes de Cryptanthus figuram na lista de espécies
vulneraveis, em perigo e ameacgadas de extingdo, dado alarmante levando em
consideracéo o fato desse género ser endémico do territdrio brasileiro, com muitas
espécies ndo estudadas (CRUZ et al., 2017; RIBEIRO; AOYAMA, 2018;
FERREIRA; LOUZADA, 2020; FERREIRA et al., 2021). Essa questéo preocupante
ocorre especialmente devido ao crescente desmatamento de suas areas de
ocorréncia, e consequente perda de habitat, que configura um problema sério para
manutencao da biodiversidade, podendo levar a extingdo de espécies que sequer
foram descritas (VERSIEUX et al., 2010; CRUZ et al., 2017; FERREIRA et al.,
2021).

Destaca-se que as informacdes a respeito da biologia floral e da polinizacéo

no género em questdo ainda se mostram limitadas, existindo apenas informacgdes
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pontuais sobre os meses de floracdo e a morfologia floral (RAMIREZ MORILLO,
2001; LEME, 2007; LEME; KOLLMANN; FONTANA, 2008; CAVALCANTI
FERREIRA; LOUZADA, 2020). Dentre os trabalhos existentes com enfoque na
biologia floral, foram relatadas apenas trés espécies de Cryptanthus, todas elas
apresentando flores de perfume (SIQUEIRA FILHO; MACHADO, 2008; MILET-
PINHEIRO et al, 2021; ALMEIDA; SIQUEIRA FILHO; LEME, 2022).
Curiosamente, diferente da grande maioria das flores de perfume conhecidas
atualmente, nessas espécies de Cryptanthus as flores também produzem néctar e
nao emitem um perfume perceptivel ao olfato humano. Todas atraem machos de
abelhas euglossines, os quais coletam perfume floral, além de outros polinizadores
menos relevantes como beija-flores (SIQUEIRA-FILHO; MACHADO, 2008; MILET-
PINHEIRO et al., 2021).
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RESUMO

Flores de perfume ofertam a polinizadores especializados volateis florais como recurso.
Embora este seja um sistema de polinizacdo presentes em algumas familias de
Angiospermas Neotropicais, em Bromeliaceae € extremamente raro, tendo sido descrito
para apenas trés espécies de um unico género, Cryptanthus. Aqui investigamos a biologia
floral e o sistema de polinizacdo de C. bahianus, verificando se suas flores também
ofertariam perfume para seus polinizadores.

Monitoramos o periodo de antese de individuos marcados de C. bahianus, descrevemos a
morfologia floral, o sistema reprodutivo, e realizamos medidas de volume e concentragao
de néctar. Investigamos ainda as pistas visuais e olfativas, bem como o comportamento
dos visitantes e a interagcdo com as flores.

Cryptanthus bahianus é andromongica e tem antese diurna, iniciando as 5:00h, com néctar
disponivel. Suas flores sdo trimeras, alvas e tubulares, secretando em média 9ul+2,8 uL e
concentracdo de 18,7%+6,96%. Alcool benzilico, (Z)- e (E)-3-Metil-4-4cido decendico
foram os compostos volateis florais majoritarios. Observamos um grande espectro de
visitantes florais, incluindo machos e fémeas de abelhas euglossines, em busca de néctar.
Diferente do esperado, registramos que C. bahianus oferta apenas néctar como recurso
floral aos seus visitantes. As analises quimicas do perfume floral ndo revelaram presenca
de compostos volateis de interesse para polinizadores especializados, como o copalol,
recompensa floral em C. burle-maxii. Sugerimos que o fato de C. bahianus oferecer néctar
como unico recurso floral pode ser uma evidéncia de diferentes caminhos evolutivos na

oferta de recursos no género Cryptanthus.

Palavras-chaves: andromonoicia, Euglossini, néctar, perfume floral, recurso floral.



1. INTRODUCAO

As flores das Angiospermas apresentam uma ampla diversidade de caracteristicas
e/ou atributos (Friind et al. 2010; Rocha et al. 2023). Em um cenario ideal, os vetores
bioticos da polinizacéo, se utilizam dos atributos florais, atrativos ou recursos, realizando
assim de forma passiva o transporte de pdlen entre as flores (Freitas 2018; Dellinger 2020;
Liu et al. 2023). Teoricamente, os atrativos florais sinalizam aos animais a presenga de
recursos, e dessa forma instigam 0s mesmos a entrarem em contato com as flores, ja que a
atracdo precede a visita (Varassin & Amaral-Neto 2014; Woodcock et al. 2014 ). Desse
modo, numa perspectiva funcional, as flores apresentam diferentes atrativos, tornando mais
eficiente a interacdo com os polinizadores, o que pode garantir um melhor sucesso
reprodutivo (Bai et al. 2010; Rocha et al. 2023). Entre os atrativos florais tém-se os sinais
visuais como coloracdo, tamanho e formato, bem como o0s sinais quimicos como 0s
compostos organicos volateis, que em conjunto formam o perfume floral (Varassin &
Amaral-Neto 2014; Woodcock et al. 2014).

Tao essenciais quanto 0s atrativos, os recursos florais sdo investimentos produzidos
pelas flores e geralmente usados pelos visitantes nas interacdes mutualisticas entre plantas
e polinizadores (Varassin & Amaral-Neto 2014; Barénio et al. 2018; Freitas 2018). Para 0s
visitantes, o recurso floral é de grande importancia ja que séo utilizados principalmente na
sua alimentacdo e de sua prole (néctar e pdlen), garantindo assim sua sobrevivéncia e
perpetuacdo (Freitas 2018). Os recursos florais, no entanto, também podem ser coletados
para outros fins, como para a constru¢do de ninhos, no caso de resinas florais (Carmo &
Franceschinelli 2002; Hochwallner & Weber 2006; Gongalves-Souza et al. 2018; Requier
& Leonhardt 2020), bem como para a elaboragdo de “perfumes” envolvidos na atragéo de
fémeas durante a corte sexual, como é o caso dos perfumes florais coletados por machos de

euglossine em flores de diversas familias de Angiospermas na regido Neotropical (Eltz et
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al. 1999; Jones et al. 2021; Vogel 1966; Knudsen & Gershenzon 2020; Henske et al. 2023).

A familia Bromeliaceae é uma das familias mais ricas entre as Angiospermas da
regido Neotropical e contribuem com a manutencgdo das diversas comunidades bioldgicas,
apresentando flores com uma grande variedade de atributos (Givanish et al. 2011; Palma-
Silva & Fay 2020; Silva et al. 2022; Siqueira et al. 2023). A polinizacdo na familia é
bastante diversa e pode ser mediada por diferentes vetores bioticos dentre eles, beija-flores,
morcegos e insetos, embora ndo raramente haja registro de espécies com polinizacdo mista
e até mesmo autdgamas (Ramirez Morillo 2001; Kessler & Kromer 2000; Canela & Sazima
2005; Siqueira Filho & Machado 2008; Schmid et al. 2011; Queiroz et al. 2016). Além
disso, diferentes trabalhos tém evidenciado que vérias bromélias de diversos géneros sdo
autoincompativeis, o que significa que elas podem ser dependentes dos polinizadores para
garantir a sua reprodugdo (Nara & Webber 2002; Ramirez Morillo et al. 2009; Milet-
Pinheiro et al. 2021).

Cryptanthus Otto & A.Dietrich (subfamilia Bromelioideae) € um dos géneros
nativos e endémicos do Brasil (Maciel 2020), com 78 espécies restritas as regides Nordeste
e Sudeste do Brasil (Givnish et al. 2011). As informac0es sobre biologia floral e polinizacéo
no género ainda sdo escassas, com 0s poucos estudos realizados até 0 momento indicando
que as suas flores séo polinizadas principalmente por beija-flores e abelhas (Ramirez Morillo
2001; Siqueira Filho & Machado 2008; Milet-Pinheiro et al. 2021; Almeida et al. 2022).
Até entdo, nos trabalhos de biologia floral, algumas poucas espécies de Cryptanthus foram
classificadas como ofertando, além do néctar, perfume floral para machos da tribo
Euglossini (Siqueira Filho & Machado 2008; Milet-Pinheiro et al. 2021; Almeida et al.
2022).

Na tentativa de ampliar o conhecimento sobre a biologia floral e reprodutiva de

Cryptanthus, com foco nas diferentes ofertas de recurso, escolhnemos C. bahianus L.B.Sm.
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para investigar se essa seria mais uma espécie de flor de perfume. Dessa forma, nesse estudo
visando entender melhor como se deu esta transicdo de flores de néctar para flores de
perfume em Bromeliaceae, (1) descrevemos os atributos florais de C. bahianus juntamente
com a anélise da morfologia floral; (I11) medimos o volume e a concentracdo do néctar; (111)
averiguamos a reflectancia das principais partes e caracterizamos composi¢do quimica dos
volateis florais; (1) avaliamos o sistema reprodutivo; e (V) registramos os visitantes florais
e descrevemos seu comportamento em relacao as flores da espécie.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Espécie e &rea estudada

Cryptanthus bahianus é uma erva de habito terricola, que mede cerca de 30cm, com
populacbes que costumam ser encontradas em areas de afloramentos rochosos (Maciel
2020). E endémica do Nordeste do Brasil, encontrada especialmente em ambientes secos
nos estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Paraiba e Sergipe (Maciel 2020; Carvalho
2020). Em Pernambuco, populacdes de C. bahianus ocorrem principalmente na regido do
agreste, area de transicdo entre a Mata Atlantica e a Caatinga (Lima 2014).

O presente estudo foi conduzido no municipio de Sairé, Pernambuco (8°14°30”S,
35°40°18”W, 600 metros de altitude), onde foi acompanhado um adensamento de C.
bahianus em um afloramento rochoso com um perimetro de aproximadamente 150m, em
um terreno com relevo de cerca de 600m de altitude. A area de estudo fica situada na regido
rural da cidade em questdo, em um remanescente da zona fitogeogréafica de caatinga com
uma vegetagdo mais densa, tipico de floresta de agreste, que conta com exemplares arboreos
e herbaceos de espécies nativas (Lima 2014). Conforme a classificacdo de Képpen, o clima
local se enquadra no tipo AS, caracterizado por ser quente e umido, com chuvas no inverno
e periodo secos no verdo, tendo uma precipitacdo anual de 500 a 700 mm/ano (Lima 2014;

Medeiros et al. 2018; Silva et al. 2022).
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2.2. Biologia floral e reprodutiva
2.2.1. Floragéo e atributos florais

A populacéo de C. bahianus foi acompanhada mensalmente ao longo dos meses de
marco de 2022 a dezembro de 2023 para identificar o periodo de floracdo, e assim melhor
desenvolver os protocolos de biologia floral e reprodutiva. Em campo, foi feito um
monitoramento do horério, sequéncia e duracdo da antese, usando um total de 30 botbes
florais marcados em pré-antese (n=15/flores estaminadas e n=15/flores hermafroditas) de
30 diferentes individuos. A receptividade do estigma foi verificada em 15 flores de
diferentes individuos, usando uma solucéo de permanganato de potéssio e dgua destilada,
protocolo que mede a atividade celular ou enzimética na regido estigmatica (Dafni et al.
2005). Para observacao de areas florais com possivel presenca de osmoforos foi usada a
técnica de coloragdo com vermelho neutro, em um total de 30 flores (n=15/flores
estaminadas e n=15/flores hermafroditas). As flores foram ensacadas previamente para
evitar ao maximo a possibilidade de injurias e posteriormente as mesmas foram imersas em
uma solucédo de vermelho neutro e agua destilada por 20min (Dafni et al. 2005).
2.2.2. Morfometria floral

Para a descricdo da morfologia floral, 30 flores estaminadas e 30 hermafroditas de
30 diferentes individuos de C. bahianus (n=2 flores/individuo) foram coletadas e fixadas
em alcool 70%. Posteriormente, foram feitas as medidas de largura e comprimento das
pétalas e das sépalas, didmetro da corola e do calice, bem como altura do estilete. As
medidas foram realizadas utilizando-se um paquimetro digital manual (King Tools
150mm/6”, Sdo Paulo, SP, Brazil), e tabeladas para analise estatistica.
2.2.3. Medic¢0es de néctar

O volume e a concentracdo de néctar foram medidos com o auxilio de uma

microsseringa graduada (Hamilton Company, 710SNR 5ul, EUA) e refratbmetro de bolso
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(MASTER-100H, Atago, Japan), respectivamente (Galetto & Bernardello 2005; Milet-
Pinheiro et al. 2021). As flores foram ensacadas ainda em estagio de botéo, para evitar que
os Vvisitantes florais consumissem o néctar. As medidas do volume e concentracdo de néctar
foram aferidas logo ap6s a completa abertura da flor, por volta das 06h00, em 15 flores
estaminadas e 15 hermafroditas de diferentes individuos. Os dados foram anotados em um
caderno de campo, tabeladas e compartadas estatisticamente.

2.3. Sinais visuais e olfativos

2.3.1. Medidas de reflectancia floral e modelo de viséo das abelhas

Foram tomadas medidas das principais partes florais (pétalas, anteras e estigma),
bem como das folhas, para comparacdo, usando um espectrofotometro de campo (Jaz,
Ocean Optics, Dunedin, FL. USA), acoplado com uma sonda de fibra dptica posicionada em
um angulo de 45°, apos calibracdo em um WS -1 Padrdo de reflectancia difusa. Todas as
medidas de reflectancia das estruturas foram retiradas nos comprimentos de onda entre 300
e 700nm (Schulze-Albuquerque et al. 2020).

Posteriormente, a reflexdo média foi usada para determinar o locus de cor de cada
parte floral no modelo de visdo das abelhas, utilizando o hexagono para visao de Apis
(Chittka 1992), que é um modelo amplamente utilizado para entender como as flores sdo
percebidas por abelhas na totalidade. Mediante as analises dos pontos, foi possivel
determinar o contraste acromatico, relevante para os visitantes detectarem as flores a
distdncia, bem como o0s contrastes cromaticos, que podem ser calculados a partir das
distancias euclidianas entre cada loci ocupado pelas estruturas florais e centro (folhas) do
espaco de cor no modelo hexagono (Chittka 1992; Chittka & Kevan 2005).

Por fim, para avaliar se as diferentes estruturas florais sdo facilmente discriminadas
pelas abelhas, é necessario verificar se as distancias euclidianas dentro do modelo do

hexagono de cor da visdo das abelhas sdo > 0,1 (Chittka & Kevan 2005). A partir dos dados

43



coletados com espectrofotdmetro de campo e auxilio do pacote “pavo” software R - 4.3.1,
foi possivel fazer as curvas de reflectancia, bem como plotar as estruturas no hexagono,
diagrama de viséo das abelhas.

2.3.2. Amostragem do perfume floral

Para caracterizar quimicamente o perfume floral de C. bahianus, inicialmente foram
feitas amostras (n = 10) a partir da técnica de headspace dindmico padrdo. Para isso, as
flores foram individualmente removidas e colocadas dentro de um saco de poliéster para
forno (9 x 6 cm). Apds isso, o ar no interior do saco, enriquecido com o perfume floral foi
sugado por 30min com o auxilio de uma bomba de membrana (G12/01 EB, Rietschle
Thomas, Puchheim, Alemanha), conectada a um filtro adsorvente para termodessorcao
(TD) através de tubos de silicone. Os filtros TD consistiam em tubos de vidro
(comprimento: 30 mm; didmetro interno: 2,5 mm) preenchidos com 3 mg de uma mistura
1:1 de Tenax-TA (malha 60-80; Supelco, Bellefonte, Pensilvania, EUA) e Carbotrap B
(malha 2040, Supelco, Bellefonte, Pensilvania, EUA), que foi mantida nos tubos com la
de vidro.). Para detectar os volateis ndo florais (vegetativos) e os volateis liberados por
danos nos tecidos (uma vez que as flores foram excisadas), assim como contaminantes
ambientes, amostras de headspace de individuos de plantas das quais as flores foram
removidas foram coletadas (Milet-Pinheiro et al. 2021).

Amostras dos perfumes florais também foram extraidas a partir da imersdo das
pétalas de diferentes individuos (n = 6 flores/18 pétalas) em hexano. Essa é uma técnica
mais eficiente do que a de headspace quando as substancias em questao sdo pouco volateis
(Milet-Pinheiro et al. 2021). Para este propdsito, as pétalas foram inseridas por 2 min em
um frasco com tampa de rosca (2 mL; Uniglas) contendo 1,5 mL de hexano (99,5%, Sigma-
Aldrich). As amostras em solvente foram pré-concentradas com um fluxo de Nitrogénio até

atingir 0.1 mL antes. As amostras de headspace e de solvente foram mantidas em freezer a

44



uma temperatura de -20°C até as anélises quimicas.
2.3.3. Caracterizagdo dos compostos florais

As amostras de headspace e de lavagem foram analisadas em um equipamento de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (Quadrupole 5975C, Agilent,
Palo Alto, CA, EUA) acoplado a um cromatdgrafo gasoso Agilent (HP 7890A), equipado
com um Agilent Coluna HP-5ms néo polar J&W (30 mx 0,25 mm id.; espessura de filme
de 0,25 um) ¢ uma sonda de separacdo térmica (TSD; tecnologias Agilent). Os filtros de
termodessor¢do com as amostras de headspace, assim como aliquotas das amostras de
lavagem com solvente (1 uL) (disponibilizadas em um microtubo de quartzo) foram
carregados na sonda e inserido no injetor GC modificado. O injetor GC funcionou a uma
temperatura de 250°C em modo split (1:1). A temperatura do forno GC foi ajustada a 60°C
durante 2 min, depois aumentada a uma taxa de 10°C min -1 até 300°C, depois mantida
estavel durante 5 min. O controle eletrénico de fluxo foi empregado para manter um fluxo
constante de gas de arraste hélio de 1,0 mL min*. O fluxo do gas de arraste hélio (He) foi
mantido a uma pressdo constante de 7,0 psi. As temperaturas da fonte MS e do quadrupolo
foram fixadas em 230°C e 150°C, respectivamente. Os espectros de massa foram obtidos a
70 eV (no modo EI) com uma velocidade de varredura de 1,0 varredura -s de m/z 35-350.

Os compostos foram identificados comparando-se com 0s espectros de massa e
indices de retencdo de bibliotecas de espectros de massa disponiveis comercialmente
(MassFinder 4, NIST11, Adams e Wiley Registry 9th Edition), integrados ao software
Agilent MSD Productivity ChemStation (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA). A
confirmacéo da identidade de alguns dos compostos foi obtida pela comparacao do espectro
de massa e do indice de retencdo de GC com os padrdes auténticos disponiveis na colecdo
de compostos. As areas dos picos (compostos) nos cromatogramas foram integradas para

obter a corrente total de ions (TIC) e os seus valores foram utilizados para determinar a
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quantidade relativa (percentuais) dos compostos em cada amostra.
2.4. Visitantes florais

O comportamento dos visitantes florais de C. bahianus foi observado diretamente
no campo em flores estaminadas e hermafroditas. A quantidade de visitas foi contabilizada
e registrada em cerca de 1m? de uma area da populagdo que tinha em média 14 individuos.
As observacdes foram feitas durante todo o periodo de antese da flor. A frequéncia de visitas
foi registrada continuamente das 6h as 17h, em 17 dias ndo consecutivos, totalizando 122h
de observacOes focais. As observagdes foram complementadas com filmagens e registros
fotogréficos, para uma descricdo mais detalhada do comportamento dos visitantes florais.
Exemplares dos insetos visitantes foram capturados com rede entomoldgica e eutanasiados
em campo com acetato de etila. No laboratério, esses insetos foram montados a seco,
etiquetados, identificados por especialistas e armazenados na Cole¢do de Insetos do
Laboratdrio de Biologia Floral e Reprodutiva (POLINIZAR), como espécimes testemunho.
2.5. Sistema reprodutivo

Foram feitos experimentos usuais de polinizagdo controlada para avaliar o sistema
reprodutivo, utilizando protocolos descritos em Dafni et al. (2005). | - autopolinizagdo
espontanea (n=30), I - autopolinizacdo manual (n=30), Il - polinizagdo cruzada (n=60), IV
- polinizagdo natural (n=30) e V - agamospermia (n=30). Para os protocolos de polinizacéo
cruzada foram usados como doadoras de pélen flores hermafroditas e estaminadas de
individuos diferentes. Importante relatar, que para os protolocos de autopolinizacéo,
agamospermia e polinizacdo cruzada as flores foram ensacadas no dia anterior ao protocolo
e identificadas por fitilhos de cores diferentes. Apds 30 dias foi contabilizado os nimeros
de frutos formados para cada tratamento.

2.6. Analises estatisticas

Em relagdo a morfologia floral de C. bahianus, com o intuito de investigar se as
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flores hermafroditas, que eram visualmente maiores que as estaminadas, as médias das
medidas morfométricas dos dois tipos florais, foram comparadas para verificar a existéncia
de diferencas significativas entre elas (p < 0,05), a partir de teste T. O mesmo foi realizado
para comparar as medidas de volume e concentragdo de néctar de flores hermafroditas e
estaminadas. Enquanto que para averiguar o sucesso nos tratamentos do sistema reprodutivo
foi observado as diferenca no numero de frutos formados, cujos valores foram comparados
entre os tratamentos por meio de testes ANOVA. Importante ressaltar que para execugao de
todas as analises estatisticas do presente trabalho foi utilizado o software R na versdo 4.3.1.
3. RESULTADOS

3.1. Biologia floral

3.1.1. Floragéo e Atributos florais

A floragdo de C. bahianus dura cerca de trés meses, iniciando em Maio e se
estendendo até o final de Julho, coincidindo com o periodo chuvoso na éarea de estudo. As
inflorescéncias de C. bahianus emergem na area central apical da planta (Fig. 1A), com as
flores estaminadas localizadas na parte central e as hermafroditas na periferia (Fig. 1B).
Cryptanthus bahianus € andromondica, uma vez que um mesmo individuo pode produzir
flores estaminadas e hermafroditas sem separacdo temporal da abertura de cada tipo floral
(Fig. 1C). Foi observado que cada individuo abre cerca de uma a trés flores diariamente,
podendo ser tanto flores estaminadas quanto hermafroditas, sem haver um padréo definido
para cada tipo floral.

A espécie tem antese diurna e as flores ficam abertas por quase 12h. A abertura floral
inicia por volta das 05:00h, com os primeiros raios de sol, horario em que as flores ja se
encontram com o estigma receptivo, permanecendo desse modo até as 17:00h, quando as
pétalas comecam a murchar e se deslocar para cima. As flores fecham por completo por

volta das 18:00h (Fig. 1B). Em relacdo a presenca de osmaforos, foi possivel observar que
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as pétalas e anteras das flores estaminadas e hermafroditas coraram, e no caso das flores
hermafroditas, observamos que o estigma também corou. E importante ressaltar que nas
pétalas o vermelho neutro impregnou de maneira esparsa, ocorrendo na forma de pontos
diminutos e dispersos, especialmente nas partes periféricas e em poucos pontos na parte
central (Figura Suplementar 1).
3.1.2. Morfologia floral

Os dois tipos de flores sdo trimeras, actinomorfas, heteroclamideas, com corola
infundibuliforme, formando um tubo estreito na base que se alarga a partir da metade de
seu comprimento. A corola é composta por trés pétalas livres e o calice por trés sépalas
soldadas com coloragdo rosa claro (Fig. 1C). As sépalas ficam imperceptiveis durante o
periodo em que a flor esta aberta, uma vez que sdo menores e mais basais que as pétalas,
sendo mais visiveis durante a fase de botdo (Fig. 1A). Tanto nas flores estaminadas quanto
nas hermafroditas, foi possivel observar seis estames homodinamos. O pistilo das flores
hermafroditas apresenta um estigma com trés lobos (Fig. 1C). O ovario é infero com trés
I6culos, apresentando em média 53 + 8 Gvulos.

A partir da andlise dos atributos em comum da morfologia dos dois tipos florais de
C. bahianus, foi possivel evidenciar que, a excecdo da altura dos filetes, todos os atributos
morfométricos avaliados foram significativamente maiores (p<0,05) nas flores
hermafroditas do que nas estaminadas (Tabela 1).
3.1.3. Néctar

O néctar é produzido no inicio da antese, tanto nas flores estaminadas quanto nas
hermafroditas, acessado facilmente pelos polinizadores quando esses inserem sua
probdscide ou lingua na base do tubo da corola, onde esta situada a cAmera nectarifera. A
quantidade de néctar no tubo floral vai diminuindo e cessando ao longo da antese, ap0s as

continuas visitas. Mediante de medidas feitas no inicio da antese, evidenciou-se que cada
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flor estaminada produz em média 9,5 + 3,3 uL de néctar, com uma concentracdo de agucar
de 19,6 £ 7,2%, enquanto as hermafroditas produzem 8,5 + 2,3 uL de néctar, com uma
concentracdo de 17,9 + 6,8%. Nd&o foi evidenciada diferenca significativa entre essas
medidas.

3.2. Sinais visuais e olfativos

3.2.1. Reflectancia floral e modelo de viséo das abelhas

As curvas de reflectancia das mesmas partes (anteras e pétalas) nos dois tipos florais
de C. bahianus foram similares (Fig. 2A e B). As pétalas das flores estaminadas e
hermafroditas, possuem coloracdo branca e brilhante, sendo a estrutura com maior
percentual de reflectancia, superior aos 60% (Fig. 2A e B). J& o estigma das flores
hermafroditas e as anteras das flores estaminadas e hermafroditas, apesar de também terem
tons esbranquicados, apresentaram coloracdo menos brilhante e com menor percentual de
reflexdo quando comparado as pétalas, 40% para o estigma e 50% para as anteras (Fig. 2A
e B). As folhas, por serem as estruturas com uma tonalidade verde escuro, apresentaram
menor reflectancia, chegando no maximo a 10% (Fig. 2A e B).

Com relacdo aos pontos de inflexdo das flores estaminadas e hermafroditas, estes
aconteceram na faixa violeta-azul (400-500nm), ficando contante até 700nm (Fig. 2A e B).
As anteras das flores estaminadas e hermafroditas, bem como o estigma das flores
hermafroditas, tiveram seus pontos de inflexdo faixa violeta-azul (400-500nm) (Fig. 2A e
B). Por sua vez, as folhas, ou seja, o plano de fundo, tiveram uma menor reflectancia (Fig.
2B), como trés pontos de inflexao, entre a regido violeta-azul (400-500nm), na faixa verde-
amarelo (500-600nm) e laranja-vermelho (>680nm). A modelagem das cores das estruturas
estudadas no hexagono para visao de abelhas revelou que todas as estruturas estao plotadas

na regido azul — verde (Fig. 2C), com as distancias euclidianas superiores a 0,1 (Tabela 2).
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3.2.2. Perfume floral

O perfume floral de C. bahianus foi caracterizado por apenas 10 compostos volateis,
dentre os quais quatro nio foram identificados (Tabela 4). Alcool benzilico e (2)- e (E)- 3-
Metil-4-4cido decendico foram os compostos majoritarios em relacdo as contribuigdes
relativas no perfume floral da espécie. Com relacdo as amostras de lavagem das pétalas em
solugéo de hexano, foram encontrados hidrocarbonetos na sua maioria hidrocarbonetos
alcanos e alcenos (Tabela 5).

3.3. Visitantes florais

Durante o periodo de observacdo, foi contabilizado um total de 5223 visitas a flores
estaminadas e hermafroditas, realizadas por insetos das ordens Hymenoptera (96,6% das
visitas), Lepidoptera (3%) e Diptera (0,4%) (Fig. 3). As visitas iniciavam logo apos a
abertura das flores, por volta das 05h30 — 06:00h, com visitas muito esporadicas no periodo
da tarde. O horério de maior frequéncia de visitas foi as 7h00, as quais comecavam a
diminuir significativamente a partir das 10h00 e cessavam por volta das 12h00 (Fig. 4). Os
insetos observados apresentavam comportamento variado nas flores de C. bahianus, em
busca principalmente de néctar, porém as abelhas Apis mellifera e Trigona spinipes também
coletavam polen (Fig. 3B e 3E).

Trigona spinipes e Apis mellifera foram juntas responsaveis por mais de 70% do
total das visitas. Além de mais frequentes, ambas espécies eram as primeiras visitantes, logo
apos a abertura floral. Operarias de Trigona spinipes visitavam as flores em média por 2min
por visita, deslocando-se pela flor, coletando pdlen e tomando néctar. Apesar do seu
pequeno porte, durante sua movimentacdo nas flores, elas tocavam as estruturas
reprodutivas (Fig. 3E). Em varias oportunidades, foi observado ainda que T. spinipes abria
os botbes que por algum motivo ndo abriram por completo no inicio da manha. Apis

mellifera apresentou comportamento similar ao de T. spinipes, porém realizava visitas mais
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répidas e com uma abordagem mais brusca, muitas vezes se dependurando no estigma ao
pousar (Fig. 3B).

Abelhas da tribo Euglossini, representadas por individuos de Euglossa spp. e
Eulaema nigrita, bem como as da familia Halictidae, comegavam a visitar as flores de C.
bahianus de forma mais frequente algum tempo apos a abertura floral, a partir das 7h00
(Fig. 4). As espécies de Euglossa faziam visitas extremamente réapidas, demorando no
maximo 3 segundos, sempre em busca do néctar floral e tocando nas estruturas reprodutivas
em quase todas as visitas. Eulaema nigrita foi a abelha menos frequente durante o estudo,
no entanto, sempre contactava as estruturas reprodutivas em ambos os tipos de flores,
devido ao seu maior porte (Fig. 1A). Todas as espécies de abelhas observadas durante o
estudo voavam entre flores de individuos diferentes na populacdo de forma sequencial e
repetidas vezes.

Diversos representantes das ordens Lepidoptera e Diptera (Fig. 3F, 3G e 3H)
também visitaram as flores estaminadas e hermafroditas, em busca do néctar, como, por
exemplo, a borboleta Euptoieta hegesia, que ocasionalmente ao abordar as flores
contactavam com as estruturas reprodutivas (Fig. 3F). Entretanto, de modo geral, esses
insetos, em especial as moscas, além de pouco frequentes, ndo contactavam de forma direta
as estruturas reprodutivas de ambos os tipos florais (Fig. 3G e H).

3.4. Sistema reprodutivo

Os tratamentos realizados para verificar o sistema reprodutivo mostraram que C.
bahianus € autoincompativel, uma vez que ndo houve formacdo de frutos nem por
agamospermia, nem por autopolinizagdo espontdnea e manual. Em contrapartida,
observamos a frutificacdo da espécie a partir de polinizacdo cruzada (com ambos 0s tipos
florais sendo doadores de pdlen) e na polinizagdo natural (Tabela 3). Nao foi evidenciada

diferenga estatistica significativa entre esses tratamentos. Foi possivel perceber também que
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os individuos de C. bahianus apresentam reproducdo vegetativa, uma vez que suas gemas
laterais formam 2 ou 3 rebrotas que irdo formar novos individuos “clones” da planta mae,
o0s quais irdo crescer e florescer no préximo ciclo de florag&o.

4. DISCUSSAO

4.1. Adaptac0es a polinizacdo por abelhas e conservatismo floral em Cryptanthus

A antese floral de C. bahianus ocorre com os primeiros raios de sol, por volta das
5h00, apresentando padrdo muito semelhante com outras espécies investigadas, tais como
C. euglossini (Almeida et al. 2022), C. dianae (Siqueira Filho & Machado 2008) e C. burle-
marxii (Milet-Pinheiro et al. 2021), que possuem um periodo de abertura floral que inicia
ao amanhecer e se estende até o final da tarde. Esse padrdo de abertura das flores de
Cryptanthus reflete sua guilda de polinizadores, sendo suas espécies polinizadas
principalmente por abelhas e beija-flores (Siqueira Filho & Machado 2008; Milet-Pinheiro
et al. 2021; Almeida et al. 2022).

Em C. bahianus as flores estaminadas ficam localizadas principalmente no centro
da inflorescéncia, enquanto as hermafroditas estdo concentradas nas partes periféricas,
seguindo o padrdo para o género (Leme et al. 2010). Além disso, a abertura de poucas flores
por dia se mostra similar ao padréo encontrado em C. euglossini e C. dianae (Siqueira Filho
& Machado 2008; Almeida et al. 2022). Esse padrdo pode estar associado a sindrome
reprodutiva da espécie, uma vez que a abertura de poucas flores por dia, durante um longo
periodo de floracdo favorece a ocorréncia de mais visitas florais e polinizacdo cruzada,
acarretando em um maior sucesso reprodutivo (Siqueira Filho & Machado 2001; Van Doorn
& Van Meeteren 2003; Devaux et al. 2014).

Apesar da familia Bromeliaceae contar com uma grande variedade de caracteristicas
florais (Palma-Silva & Fay 2020; Siqueira et al. 2023), de forma geral, observamos muitas

similaridades a respeito dos atributos florais de C. bahianus em rela¢éo a outras espécies de



Cryptanthus (Siqueira Filho & Machado 2008; Milet-Pinheiro et al. 2021; Almeida et al.
2022). Sobre a morfologia floral neste género, suas espécies apresentaram flores
actinomorfas, com trés pétalas livres e alvas, trés sépalas basalmente fusionadas e seis
estames nas flores estaminadas e nas flores hermafroditas, sendo que esse ultimo tipo floral
contém também um pistilo (Siqueira Filho & Machado 2008; Milet-Pinheiro et al. 2021,
Almeida et al. 2022). No entanto, é importante destacar que apesar desse padrdo
conservado, no caso de C. bahianus, esse conservatismo néo reflete na mesma forma de
recompensa floral, encontrada nas demais espécies estudadas (Siqueira Filho & Machado
2008; Milet-Pinheiro et al. 2021). Apesar disso, esse padrdo conservado nos aspectos
analisados, demostra que mesmo por diferentes vias de recompensa floral, as espécies do
género podem manter a guilda de polinizadores similar (Siqueira Filho & Machado 2008;
Milet-Pinheiro et al. 2021).
4.2 Disponibilidade de recursos e dependéncia de polinizadores em Cryptanthus
bahianus

Cryptanthus bahianus é uma flor de néctar, uma vez que oferta apenas esse recurso
para seus visitantes florais e polinizadores, em especial insetos, dentre os quais abelhas e
borboletas, fauna polinizadora comum em plantas que se enquadram nessa classificacdo
(Corbet 2003, Duara & Kalita 2013). O néctar floral é uma solugdo rica em acUcares, que €
uma recompensa nutritiva diponibilizada por diversas plantas a fim de suprir a demanda
energética dos seus polinizadores (Varassin & Amaral-Neto 2014). Destaca-se também que,
muitos representantes da familia Bromeliaceae ofertam néctar com caracteristicas
determinadas pela preferéncia dos polinizadores (Krémer et al. 2008).

Seguindo um padrao ja relatado para outras espécies do género Cryptanthus, o néctar
é produzido no inicio da antese, nas flores estaminadas e hermafroditas (Siqueira Filho &

Machado 2008; Milet-Pinheiro et al. 2021). Além disso, o padrdo de comportamento dos

53



visitantes e polinizadores de C. bahianus ao acessarem o néctar é similar aos cogéneneros
que inserem sua probdscide na camera nectarifera. Nado foi obervada uma diferenga no
volume e concentragdo do néctar nas flores estaminadas e hermafroditas de C. bahianus.

Mediante as observacOes focais de que hd uma ampla diversidade de insetos
visitando as flores de C. bahianus, podemos concluir que esta € uma espécie generalista.
Vazquez et al. (2023) relacionam tendéncia para a polinizacdo generalista das espécies com
certos atributos florais tais como simetria actinomorfa, formato de corola em disco e
coloragdo branca, caracteristicas observadas em C. bahianus. Vale ressaltar que a familia
Bromeliaceae apresenta sistemas reprodutivos diversos com a presenca ou nao de vetores
de polinizacédo (Kessler & Kromer 2000; Canela & Sazima 2005; Siqueira Filho & Machado
2008; Schmid et al. 2011; Queiroz et al. 2016).

O fato da espécie ser autoincompativel faz com que a polinizacdo mediada por
agentes polinizadores seja imprescindivel para a sua reproducao, bem como para 0s demais
membros de Cryptanthus (Siqueira Filho & Machado 2008; Milet-Pinheiro et al. 2021,
Almeida et al. 2022). No caso de C. bahianus, as abelhas sdo os principais responsaveis
pelo transporte de pdlen de individuo para outro, promovendo a polinizacdo cruzada
(Siqueira Filho & Machado 2008; Milet-Pinheiro et al. 2021), j& que diversos representantes
das ordens Lepidoptera e Diptera também visitaram as flores, em busca do néctar. Contudo,
esses insetos, além de pouco frequentes, por vezes ndo contactavam diretamente, como caso
das borboletas, ou até nem ao menos tocavam as estruturas reprodutivas, como as moscas,
que apenas pousavam nas pétalas.

4.3 Sinais visuais e olfativos de Cryptanthus bahianus

A coloracdo esbranquicada das flores de C. bahianus segue o padrdo de outros

representantes de Cryptanthus (Siqueira Filho & Machado 2008; Milet-Pinheiro et al. 2021,

Almeida et al. 2022). A espécie estudada apresenta flores alvas tendo as pétalas com a maior
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indice de reflectancia, porém sem reflexdo na faixa ultravioleta. Apds a modelagem das
cores das estruturas estudadas no hexagono para visao de abelhas, evidenciou-se que todas
as estruturas estdo plotadas na regido azul — verde, mesmo apresentando uma tonalidade
esbranquigada ao olho humano. As flores que parecem brancas aos insetos séo muito raras,
além de que a tonalidade palida da estrutura ndo significa dizer que a parte amostrada é
imperceptivel, inclusive para representantes do grupo Hymenoptera (Chittka et al. 1994;
Kevan et al. 1996).

Na familia Bromeliaceae existe uma grande diversidade de coloracdo em suas flores
(Ramirez Morillo 2001; Canela & Sazima 2005; Kroemer et al. 2008; Palma-Silva & Fay
2020). Contudo, vale ressaltar que as flores brancas se destacam em relagcdo a um plano de
fundo escuro (Kevan et al. 1996), como o chéo da floresta, padrdo ocorrente nas espécies
de Cryptanthus. Representantes desse género tém habito terricola e esse contraste com o
plano de fundo otimiza a sinalizacdo visual das flores, as quais se tornam mais conspicuas
aos visitantes e potenciais polinizadores. Além disso, levando em consideracgdo as distancias
euclidianas entre as partes florais de C. bahianus e as folhas, que também integram o plano
de fundo, as duas estruturas se mostram distinguiveis na percepcao das abelhas, ja que as
anteras, estigma e pétalas das flores estaminadas tiveram distancias euclidianas superiores
a 0,1. As diversas coloracGes sdo atrativos florais relevantes para mediar a interacao entre
os Vvisitantes, tendo como finalidade principal destacar as flores em meio a paisagem natural
(Chittka 1992; Varassin & Amaral-Neto 2014).

Os volateis emitidos pelas flores também desempenham atribuigdes importantes
como agentes sinalizadores que medeiam as interagdes entre plantas e animais (Raguso
2008; Dotterl &Vereecken 2010; Liu et al. 2023). Apesar das flores de C. bahianus
produzirem alguns volateis florais, esses compostos ndo desempenham a funcéo de recurso

floral, como foi relatado para outros representantes do género Cryptanthus, tais como C.
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dianae (Siqueira Filho & Machado 2008), C. burle-marxii (Milet-Pinheiro et al. 2021) e C.
euglossini (Almeida et al. 2022), que produzem perfume floral, além de néctar como recurso
para machos de abelhas da Tribo Euglossine. Apesar de termos observado machos de trés
espécies de euglossine nas flores, Eulaema nigrita e duas espécies do género Euglossa, ndo
observamos o comportamento estereotipado de coleta de perfume (Vogel 1966), o que ndo
deixa duvidas de que néctar € o unico recurso floral ofertado por C. bahianus.

O resultado encontrado da coloragdo de osmoforos pelo vermelho neutro também é
um indicativo de auséncia de odor como atrativo, uma vez que que a solugéo de vermelho
neutro reage apenas com regides pontuais nas pétalas de C. bahianus, quando comparado
ao esquema demonstrado em flores de C. diane (Siqueira Filho & Machado 2008). Nas
andlises quimicas do perfume floral de C. bahianus nédo foi detectado o semivolatil copalol,
composto responsavel pela atracdo de machos de Eulaema nigrita por flores de C. burle-
marxii (Milet-Pinheiro et al. 2021). Nas flores de C. bahianus, encontramos dois compostos
majoritarios, o (Z)- e (E)- 3-Metil-4-acido decendico, cujos papeis como recurso para
machos de euglossine permanecem completamente desconhecidos. Em contrapartida,
foram detectados outros dois compostos, alcool benzilico e acetato de benzila, que sdo
encontrados em varias espécies de flores de perfume de outras familias (Milet-Pinheiro &
Gerlach 2017, Arriaga-Osnaya 2017, Sazima et al. 2003) e que sabidamente atraem machos
de abelhas euglossine, sendo acetato de benzila inclusive coletado ativamente por Eulaema
nigrita (Ramirez et al. 2002). Embora estes achados possam parecer contraditorios, é
importante lembrar que varios compostos encontrados em flores de perfume também fazem
parte do buqué do perfume floral de outras angiospermas ndo polinizadas por machos de
euglossine (Knudsen et al. 2006, Arriaga-Osnaya 2017, Sazima et al. 2003), mas em
concentragdes bem menores. Para machos de euglossine, a concentragdo de uma

determinada substancia parece ser essencial para que um determinado composto ndo seja
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apenas um atrativo floral, mas passe a desempenhar o papel de recurso e seja ativamente
coletado (Brandt et al. 2021). Assim, embora C. bahianus produza dois compostos que em
teoria podem ser explorados por machos de euglossine como recurso, a auséncia do
comportamento de raspagem nas pétalas das flores indica que eles sdo produzidos em
concentrag0es muito baixas para desempenhar tal papel.

O interessante cendrio apresentado acima nos sugere um sistema de flor de perfume
evoluindo a partir de um sistema de flor de néctar. Se algum tipo de mutacdo resultar em
uma producdo aumentada desses compostos (Amrad et al. 2016) levando a uma maior
atracdo de machos de euglossine e consequentemente a um maior sucesso reprodutivo da
planta, o caminho para o estabelecimento de um novo sistema de polinizagdo estara aberto.
A ocorréncia de flores de perfume produzindo néctar em C. burle-marxii, C. dianae e C.
euglossini sugere que isso ocorreu (ou esta ocorrendo) no género Cryptanthus.

4.4 Diferentes estratégias de recompensa floral em Cryptanthus

Apesar de representantes de abelhas Euglossine também visitarem as flores de C.
bahianus, ndo foi observado o comportamento estereotipado de raspagem das pétalas para
coleta de perfume floral (Vogel 1966) por nenhuma das espécies observadas, diferente de
outros estudos com foco na polinizacdo de espécies do género (Siqueira Filho & Machado
2008; Milet-Pinheiro et al. 2021; Almeida et al. 2022). Dessa forma, com a auséncia de
indicios do uso dos volateis florais como recurso, é possivel afirmar que a espécie nédo se
enquadra na sindrome das flores de perfume como as outras trés previamente estudadas
(Siqueira Filho & Machado 2008; Milet-Pinheiro et al. 2021; Almeida et al. 2022).

Em estudos de analises moleculares e filogeneticas do género, C. bahianus pertence
a uma linhagem que teria divergido antes das linhagensde espécies que ofertam perfume
como recurso floral, como C. dianae e C. burle-marxii (Leme et al. 2022). Nesse sentindo,

é possivel que em Cryptanthus ofertar néctar como recurso floral seja uma caracteristica
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plesiomdrfica ao longo da histdria evolutiva da linhagem do género, mostrando que as
espécies que ofertam perfume (Givanish et al. 2014; Milet-Pinheiro et al. 2021)

provavelmente evoluiram a partir de flores de néctar.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Tabela 1. Médias e dos desvios padrdes dos tipos florais de Cryptanthus bahianus, (flores
estaminadas e hermafroditas) em diferentes individuos (n=30, para cada tipo floral) em Sairé,
Pernambuco, Brasil.

Tabela 2. Medidas das distancias euclidianas entre as estruturas analisadas de Cryptanthus
bahianus em Sairé, Pernambuco, Brasil, no modelo hexagonal para visdo de abelha.

Tabela 3. Resultado dos diferentes tratamentos para investigar o sistema reprodutivo de
Crypthantus bahianus, em Sairé, Pernambuco, Brasil, indicando ndmero de flores
hermafroditas utilizadas para cada tratamento, nimero de frutos formados e consequentemente
0 sucesso reprodutivo (SR).

Tabela 4. Listagem e contribuicdo relativa dos compostos organicos volateis florais (COVS)
emitidos por flores em amostras headspace de flores de Cryptanthus bahianus (n=10). *
Identificacdo baseada em padrdes auténticos.

Tabela 5. Compostos quimicos presentes nas flores de Cryptanthus bahianus encontrados a
partir da lavagem das pétalas em solucdo de hexano (n=5flores/15pétalas por amostra). *
Identificacdo baseada em padrfes auténticos.

Figura 1: Cryptanthus bahianus (A) Individuo com botfes emergindo na area central e apical
da inflorescéncia, (B) Flores préximas ao final da antese, murchas e comecando a fechar, e (C)
Inflorescéncia com os dois tipos de flores, estaminadas e hermafroditas.

Figura 2: Espectro de cores das estruturas florais de Cryptanthus bahianus, Sairé, Pernambuco,
Brasil. Em cada um dos espectros, a linha do meio indica a refletancia média e as areas
sombreadas representam o desvio padrdo (DP): (A) Curvas de reflectancia das estruturas florais
nas flores estaminadas (B) e nas flores hermafroditas; (C) Modelo hexagonal para visdo de

abelhas aplicado as partes principais das flores estaminadas e hermafroditas de C. bahianus.
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Figura 3: Polinizadores e visitantes florais de Cryptanthus bahianus: (A) Eulaema nigrita, (B)
Apis mellifera, (C) fémea de Euglossa spl, (D) macho de Euglossa sp2, (E) Trigona spinipes,
(F) Euptoieta hegesia, (G) Representante ndo identificado da ordem Lepidoptera, e (H)
Representante néo identificado da ordem Diptera.

Figura 4: Registro gréafico da frequéncia de visitas da populacdo de Cryptanthus bahianus em
1m? de area com plantas em floragdo, durante o periodo de 6h00-12h00, em Sairé, Pernambuco,
Brasil.

Figura Suplementar 1: Flores hermafroditas (A-C) e estaminadas (E-G) de Cryptanthus
bahianus apds imersdao em solucdo de vermelho neutro para identificacdo da presenca de

osmoforos.
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FIGURAS

Figura 1: Cryptanthus bahianus (A) Individuo com botdes emergindo na area central e apical
da inflorescéncia, (B) Flores proximas ao final da antese, murchas e comecando a fechar, e (C)

Inflorescéncia com os dois tipos de flores, estaminadas e hermafroditas.



71

B
A Folhas
- Folhas 80 — PET (H)
iET (M)M Antera (H)
70 — nterai(M) 70 — Estigma
< 60 £ 60 —
= S =
.g 50 é 50
«0 -
T 40 8 0+
= 5]
€ 30 © 30
20 | 20 _|
10 — 10 —
0 — 0 —
T T T T T T I T T T
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Comprimento de onda (hm) Comprimento de onda (nm)
PET (H)
PET (M)
@ Estigma
@ Antera (H)
@ Antera (M)

Figura 2: Espectro de cores das estruturas florais de Cryptanthus bahianus, Sairé, Pernambuco,
Brasil. Em cada um dos espectros, a linha do meio indica a refletancia média e as areas
sombreadas representam o desvio padrdo (DP): (A) Curvas de reflectancia das estruturas florais
nas flores estaminadas (B) e nas flores hermafroditas; (C) Modelo hexagonal para visdo de

abelhas aplicado as partes principais das flores estaminadas e hermafroditas de C. bahianus.
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Figura 3: Polinizadores e visitantes florais de Cryptanthus bahianus: (A) Eulaema nigrita, (B)

Apis mellifera, (C) fémea de Euglossa spl, (D) macho de Euglossa sp2, (E) Trigona spinipes,
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(F) Euptoieta hegesia, (G) Representante ndo identificado da ordem Lepidoptera, e (H)

Representante néo identificado da ordem Diptera.
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Figura 4: Registro grafico da frequéncia de visitas da populacdo de Cryptanthus bahianus em
1m? de area com plantas em floragao, durante o periodo de 6h00-12h00, em Sairé, Pernambuco,

Brasil.



Figura Suplementar 1: Flores hermafroditas (A-C) e estaminadas (E-G) de Cryptanthus
bahianus apds imersdo em solucdo de vermelho neutro para identificacdo da presenca de

osmoforos.
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Tabela 1. Médias e dos desvios padrdes dos tipos florais de Cryptanthus bahianus, (flores

estaminadas e hermafroditas) em diferentes individuos (n=30, para cada tipo floral) em Saire,

Pernambuco, Brasil.

Atributos morfologicos florais

Flores Estaminadas

Flores Hermafroditas

Abertura da corola
Altura da flor
Altura dos filetes
Comprimento das anteras
Comprimento das pétalas
Largura das pétalas
Comprimento das sepalas
Altura do estilete
Comprimento do estigma
Diémetro do ovario

Numero de 6vulos

2,04 £ 0,34 cm
3,26 £0,41 cm
0,9+0,22cm
0,42 + 0,08 cm
1,38+ 0,19 cm
0,47 £ 0,08 cm
2,15+0,26 cm

2,54 +0,42 cm
3,62 £0,38 cm
0,94 + 0,13 cm
0,47 £0,05cm
1,66 + 0,23 cm
0,54 £ 0,08 cm
2,47 +£0,27 cm
1,55 + 0,26 cm
0,54 £0,11 cm
0,47 £ 0,08 cm

53 + 8 6vulos
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Tabela 2. Medidas das distancias euclidianas entre as estruturas analisadas de Cryptanthus
bahianus em Sairé, Pernambuco, Brasil, no modelo hexagonal para visdo de abelha.

Ponto A — Inicial Ponto B -Final Distancia euclidiana

Pétala (hermafrodita) Folhas (plano de fundo) 0,30
Pétala (estaminada) Folhas (plano de fundo) 0,17
Estigma Folhas (plano de fundo) 0,17
Antera (hermafrodita) Folhas (plano de fundo) 0,18
Antera (estaminada) Folhas (plano de fundo) 0,18
Pétala (estaminada) Pétala (hermafrodita) 0,13
Estigma Pétala (hermafrodita) 0,13
Antera (hermafrodita) Pétala (hermafrodita) 0,12
Antera (estaminada) Pétala (hermafrodita) 0,14
Estigma Pétala (estaminada) 0,00
Antera (hermafrodita) Pétala (estaminada) 0,01
Antera (estaminada) Pétala (estaminada) 0,01
Antera (hermafrodita) Estigma 0,01
Antera (estaminada) Estigma 0,01
Antera (hermafrodita) Antera (estaminada) 0,02
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Tabela 3. Resultado dos diferentes tratamentos para investigar o sistema reprodutivo de
Crypthantus bahianus, em Sairé, Pernambuco, Brasil, indicando nimero de flores
hermafroditas utilizadas para cada tratamento, numero de frutos formados e

consequentemente o sucesso reprodutivo (SR).

Tratamentos Flores hermafroditas Frutos Sucesso reprodutivo
(n) formados (n) (%)
Agamospermia 30 0 0%
Autopolinizagdo
. 30 0 0%
Espontanea
Autopolinizagao
30 0 0%
Manual
Polinizacdo
Cruzada (flores
) 30 24 80%
estaminadas como
doadoras)
Polinizagdo
Cruzada (flores
30 28 93%

hermafroditas

como doadoras)

Controle 30 27 90%
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Tabela 4. Listagem e contribuicdo relativa dos compostos organicos volateis florais (COVS)
emitidos por flores em amostras headspace de flores de Cryptanthus bahianus (n=10). *

Identificacdo baseada em padrdes auténticos.

Compostos IR % Meédia £ DP

Alcool benzilico 1036 24.57 + 16.62
Acetato de benzila 1165 1.18 £3.75

(2)-3-Metil-4-acido decendico 1340 32.01 +£23.22
Dauceno 1383 0.29+0.61

(E)-3-Metil-4-4cido decendico 1394 38.91+17.55
Alcool homovanilico 1534 1.54 + 4.86
Composto néo identificado ! 1936 0.69 £ 0.38
Composto n3o identificado 1983 0.42+1.33
Composto nio identificado 2405 0.18 £ 0.57

Composto néo identificado * 2509 0.21 £ 0.68
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Tabela 5. Compostos quimicos presentes nas flores de Cryptanthus bahianus encontrados
a partir da lavagem das pétalas em solucdo de hexano (n=5flores/15pétalas por amostra). *

Identificacdo baseada em padrdes auténticos.

Compostos IR % Média £ DP
n-Heneicosano 2,100 5.08+1.51
n-Docosane 2,200 1.21+0.31
(2)-9-Tricoseno 2,275 0.50£0.14
1-Tricoseno 2,282 0.69 £ 0.19
n-Tricosano 2,300 14.43 + 4.02
n-Tetracosano 2,400 1.08 £0.21
1-Pentacoseno 2,484 0.34 £0.26
n-Pentacosano 2,500 5.95+1.59
n-Hexacosano 2,600 0.40+0.18
1-Heptacoseno 2,685 0.69 +£0.18
n-Heptacosano 2,700 3.28 £0.96
n-Octacosano 2,800 1.41+£0.25
1-Nonacoseno 2,886 6.30+1.73
n-Nonacosano 2,900 9.61+271
n-Triacontano 3,000 3.05+0.91
1-Hentriaconteno 3,088 598 +1.54
n-Hentriacontane 3,100 14.69 + 4.36
n-Dotriacontano 3,200 1.76 £0.42
1-Tritriaconteno 3,288 0.66 £ 0.10
n-Tritriacontano 3,300 2.18 £ 0.55
Composto n&o identificado® 2089 0.02 £ 0.05
Composto nio identificado? 2271 2.12 £0.86
Composto n3o identificado® 2,472 0.70+0.31
Composto n3o identificado® 2,486 0.10+0.22
Composto n&o identificado® 2,493 0.24 £0.61
Composto n3o identificado® 2,562 0.07£0.15
Composto nio identificado’ 2,674 0.76 +0.20
Composto n3o identificado® 2,776 8.90 + 18.80

Composto n3o identificado® 2,877 1.75+£0.39



Composto nio identificado™®
Composto ndo identificado!!
Composto nio identificado®?
Composto nio identificado™®

Composto nio identificado

2,977
3,080
3,210
3,280
3615

0.08 +0.17
4.58 +0.98
0.16 + 0.37
0.88 +£0.15
0.19 +0.63
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta dissertacdo estudamos a biologia floral, bem como a ecologia quimica
da polinizagdo de Cryptanthus bahinus (Bromeliaceae), realizando protocolos que
buscassem responder se essa espécie seria outro exemplar do género que ofertaria
perfume floral como recurso aos polinizadores. Ao comparar as muitas caracteristicas
florais tais como, periodo de antese, morfologia floral, coloracao das flores, volume e
concentragcdo de néctar, além do sistema reprodutivo de C. bahianus com dados de
outros representantes de Cryptanthus, foi possivel observar muitas similaridades,
demonstrando que os atributos florais do género sdo conservados em muitos
aspectos. No entanto, indo na contraméao do que hipotetizamos, foi possivel evidenciar
que as flores de C. bahianus se enquadram na classificacédo de flores de néctar, uma
vez que este € o recurso floral ofertado pela espécie estudada, diferente de outros
representantes do género, que ofertam perfume floral para as abelhas machos
euglossines além de néctar. Tal fato ficou ainda mais evidente apos as analises de
perfume floral da espécie estudada, ja que dentre os compostos volateis florais ndo
foi encontrado diterpenos, como o copalol, diretamente responséaveis pela mediacéo
da interacao entre flores de perfume e abelhas macho da tribo Euglossini. Embora
haja registro do alcool benzilico e acetato de benzila na listagem de compostos
volateis de C. bahianus, bem como de algumas espécies de flor de perfume, essa
substancia em questao parece ser fruto da via de sintese dos compostos principais,
ja que é comumente encontrado em diversas flores sejam elas “flores de perfume” ou
nao. Além disso, apesar de C. bahianus produzir compostos atrativos a machos
euglossines, a quantidade relativa emitida desse composto provavelmente se
encontra abaixo do necessario para atrair machos em busca de perfume. A falta de
evidéncias sélidas nas amostras de odor, a auséncia do comportamento estereotipado
de coleta de perfume por parte de visitantes florais especializados (abelhas machos
da tribo Euglossini), possibilita descartar C. bahianus como uma flor de perfume.
Ademais, a posicdo mais basal de C. bahianus em relagdo a outras espécies
congenéricas que produzem perfume como recompensa sugere que a polinizagao por
machos de euglossines é uma estratégia recente e derivada dentro do género.
Finalmente, a dissertacdo amplia os conhecimentos acerca da biologia floral e
reprodutiva do género em questao, e se faz essencial para melhor inferir a evolugao

da sindrome de flores de perfume no género Cryptanthus.
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