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RESUMO

A polinizacao por engodo em orquideas geralmente leva a baixa frequéncia de visitas de
polinizadores e a redugdo da frutificacio em populagdes naturais. Pleurothallidinae
apresenta adaptacgoes florais relacionadas a polinizacdo por moscas. Combinagdes de
atragdes florais, como cor, perfume e secrecdes, podem resultar em caracteristicas
miofilas e sapromiofilas. No entanto, ainda ndo esté claro se eles devem ser reconhecidos
como um sistema de polinizagdo completamente enganoso e quais caracteristicas florais
atraentes e padroes de floragao podem favorecer o sucesso reprodutivo masculino e
feminino em ambas as sindromes de polinizagdo em condi¢des naturais. Este estudo se
prop0s a investigar o efeito das diferentes estratégias reprodutivas, sendo elas: coloragdo
do labelo, presenca proteinas e amido, abertura e disposi¢ao floral e padrao temporal de
floracdo no sucesso reprodutivo, em populagdes naturais de espécies de Pleurothallidinae,
ocorrentes da Mata Atlantica. Neste trabalho foram estudados 448 individuos
pertencentes a 17 espécies. Os individuos foram marcados ¢ monitorados mensalmente
para a observagdo do processo fenologico da reprodugdo, sucesso reprodutivo e eventuais
atividades de visitantes florais. Flores frescas foram submetidas a testes histoquimicos,
os quais indicaram a presenga de osmoforos em pelo menos uma pega floral de todas as
espécies, onze apresentaram proteinas e doze secre¢do de amido, os quais indicaram ter
forte relagdo com o sucesso reprodutivo. As caracteristicas miofilas influenciaram
positivamente na funcdo masculina, enquanto as caracteristicas sapromiofilas
influenciaram na fung¢ao feminina.

Palavras-chave: Atratividade floral; polinizagdo por engodo; miofilia; sapromiofilia;
secre¢dao de amido; secre¢do de proteinas.



ABSTRACT

Deceit pollination in orchids usually leads to low frequency of pollinator visits and
reduced fruit set in natural populations. Pleurothallidinae presents floral adaptations
related to pollination by flies. Combinations of floral attractions as colour, odour and
secretions, may result in myophilic and sapromyophilic pollination syndromes. However,
it remains unclear whether they should be recognised as a completely deceptive
pollination system and which attractive floral traits and flowering patterns may favour the
male and female reproductive success on both pollination syndromes in natural
conditions. This study aimed to investigate the effect of different reproductive strategies,
being them: lip’s color, presence of proteins and starch, opening and floral arrangement
and temporal flowering pattern in the reproductive success, in natural populations of
species of Pleurothallidinae, occurring in the Atlantic Forest. In this work, 448 individuals
belonging to 17 species were studied. The individuals were marked and monitored
monthly to observe the phenological process of reproduction, reproductive success and
eventually the activity of floral visitors. Fresh flowers were subjected to histochemical
tests, which indicated the presence of osmophores in at least one floral piece of all species,
eleven presented proteins and twelve secretion of starch, which indicated having a strong
relationship with reproductive success. Myophilic characteristics influenced positively on
male function, while sapromiophily characteristics influenced female function.

Keywords: Floral attractiveness; deceptive pollination; myophily; sapromiophily;
secretion of starch; secretion of protein.
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INTRODUCAO GERAL

Para grande parte das angiospermas, o sucesso reprodutivo ¢ intimamente
influenciado pelas interacdes mutualisticas existentes com os polinizadores biodticos
(Morellato & Leitao Filho, 1992; Rech et al. 2014). Como forma de maximizar essas
interagdes, ao decorrer da evolucdo, diferentes especializacdes nos sistemas de
polinizagdo surgiram e estratégias reprodutivas foram ajustadas nas flores, para maior
atratividade dos polinizadores resultando em maior eficiéncia na polinizagdo e

consequentemente maior sucesso de reproducao das espécies (Johnson e Steiner, 2000).

A familia Orchidaceae possui 27.801 espécies (The Plant List, 2013) com ampla
distribuicdo, especialmente nas regides tropicais. Em diversas espécies de orquideas, as
especializacdes nos sistemas de polinizacdo restringem a interagdo com polinizadores
generalistas e ocasiona baixas taxas de polinizagdo, o que influencia diretamente o baixo
sucesso reprodutivo das espécies da familia (Ackerman & Montalvo, 1990; Fritz &
Nilsson, 1996; Ackerman e Zimmerman, 1993; Neiland & Wilckock, 1998; Tremblay et
al., 2005; Zhou et al., 2016). Diversos polinizadores foram registrados em orquideas,
como: passaros, borboletas, mariposas, abelhas, besouros, formigas e moscas (Ackerman,
1986). Para que haja visitagdo em suas flores, as orquideas podem oferecer recompensas
florais aos seus polinizadores como néctar, 6leos, exsudados florais e local de oviposi¢ao
tendo em troca a polinizacdo entre seus individuos. No entanto, dentro da familia, ha
registros de espécies que nao oferecem nenhuma recompensa floral para o polinizador,
pois ndo produzem recursos (Dressler, 1981).

A falta de recursos florais foi descoberta por Sprengel (1793), que observando
uma espécie de Orchis (L.) constatou a auséncia de néctar por parte da planta. Depois
disso, outros trabalhos (Pouyanne, 1917; Coleman & Pouyanne, 1927; Faegri & Van Der
Pijl, 1979), corroboram o achado de Sprengel (Schiestl, 2005). A polinizagao por engodo
¢ um tipo sofisticado de mimetismo floral onde as espécies atraem os polinizadores por
meio da simulacdo de recursos. O tipo mais comum ¢ o engodo alimentar (Galizia ef al.,
2005; Smidt et al., 2006, Silva-Pereira et al., 2007; Endara et al., 2010; Juillet et al., 2007;
Johnson, 1994; Aguiar et al., 2018), seguido de engodo sexual, onde as flores mimetizam
as parceiras de insetos para a copula (Peakall, 1993; Francisco & Ascengao, 2013), local
de abrigo (Jersakova et al., 2006) e oviposicao (Stokl et al., 2011). Em espécies
polinizadas por engodo os sinais visuais e sinais olfativos sdo grandes responsaveis pela

atracdo de visitantes florais e alcance do sucesso de polinizagdo (Salzmann et al., 2008;



Dormont et al., 2010; Streinzer et al., 2009; Papadoulos et al., 2013). No entanto, algumas
espécies tém demonstrado um sistema de polinizagdo ndo completamente enganoso, onde
pequenas quantidades de recursos sdo oferecidas com a principal finalidade de atragdo e
indugdo de maior tempo de forregeamento do polinizador na flor (Bogarin et al., 2018;

Shrestha et al., 2020).

Em um experimento com B. robertiana, foi comparado o sucesso reprodutivo
masculino a partir da suplementagdo de néctar em algumas flores. Nas plantas com
suplementagdo ocorreu menor remog¢ao de polindrio do que nas plantas controle.
Concluiu-se que a escassez de recursos provocava um comportamento investigativo dos
polinizadores que passavam mais tempo forrageando as flores e como consequéncia

removiam o polindrio (Smithson & Gigord, 2001).

Recentemente, a secre¢@o de proteinas foi descrita para micro-orquideas midfilas
do género Bulbophyllum Thouars, e relatada em algumas espécies da subtribo
Pleurothallidinae, Trichosalpinx blaisdellii (S. Watson) Luer e T. reflexa Mel. Fernandez
& Bogarin (Bogarin et al., 2018). Foi observado que essas orquideas sao polinizadas por
moscas fémeas e a coleta de proteinas ocorre para a producdo de ovos (Davies &
Stpiczynska, 2014). No entanto, as quantidades secretadas desse recurso sdo escassas e
seriam insuficientes para essa finalidade. Portanto, ocorre a poliniza¢do por engodo, uma
vez que, a quantidade secretada ndo supre a necessidade do polinizador, apenas atrai e
provoca maior tempo de forrageamento (Davies & Stpiczynska, 2012; Bogarin et al.,
2018; Shrestha et al., 2020).

Individuos proximos de plantas polinizadas por engodo tendem a ter menor
sucesso reprodutivo, pois os polinizadores enganados voam a maiores distancias apds
descobrirem a falta de recurso e evitam visitas sucessivas em flores proximas, resultando
em baixo sucesso reprodutivo para as populacdes. Em contraste, ocorre maior fluxo

génico entre individuos distantes (Nilsson, 1992; Jersakova et al., 2006; Li ef al., 2010).

Para ser mais atrativa e aumentar as chances de serem mais visitadas, algumas
estratégias sao descritas em plantas polinizadas por engodo (Heinrich, 1975; Parra-Tabla
& Vargas, 2004, Sun et al., 2017) Tais estratégias incluem: a fenologia da floragao (Parra-
Tabla et al., 2004), a disposicdo das flores, unicas e multiplas nas inflorescéncias (Sun et
al., 2017), o display floral (quantidade de flores abertas) composto de muitas flores (Li
etal.,2011), a emissdo de perfumes e feromonios (Grajales—Conesa et al., 2011; Cardoso-

Gustavson et al., 2017), a coloragdo das pecas florais (Schoen & Clegg, 1985; Gasket,
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2012), a altura da planta (Peakall & Handell, 1993) e a posi¢ao e tamanho das flores nas
inflorescéncias (Kindlmann & Jesdkova, 2005; Tremblay, 2006). Essas caracteristicas
resultam em maior atratividade e consequentemente mais visitas. Sendo a planta mais

atrativa ha maiores chances de que ocorra frutificagdo para as espécies (Fritz & Nilsson,

1996).

Sucesso reprodutivo masculino e sucesso reprodutivo feminino

Em orquideas as estruturas femininas e masculinas sdo fundidas na regido central
da flor em uma unica estrutura, a coluna (Cozzolino & Widmer, 2005). O sucesso
reprodutivo masculino € facilmente mensuravel por meio da inspe¢ao minuciosa da antera
da flor, onde constard a auséncia ou presenc¢a do polinario e, o sucesso reprodutivo
feminino, pode ser medido por meio da formacao de frutos. (Li ef al., 2011; Sletvold &

Agren; 2011; Gross & Schiestl, 2015).

As estratégias reprodutivas diferem em relacdo a fun¢do masculina e feminina.
Caracteristicas como display floral, morfologia das flores e coloragdo sao exemplos de
como a sele¢do natural atua na efetividade do sucesso reprodutivo para as fungdes
(Ehlers 2002; Pellegrino et al., 2005; Li et al., 2011; Tremblay 2006; Cap6 et al., 2019).
Em estudos com Dactylorhiza sambucina (L.) So6, o sucesso reprodutivo feminino e
masculino ndo ocorreu quando os individuos se encontravam agregados espacialmente
(Internicola et al., 2006). Porém, quando suplementada com néctar artificial, o sucesso
reprodutivo feminino foi afetado positivamente (Jersakova ef al., 2008). Phaius delavayi
(Finet) P. J. Cribb & Perner, teve sucesso reprodutivo masculino positivamente
correlacionado com o display floral (Li et al.,2011). Em espécies secretoras de recursos,
as flores do género Sirindhornia H.A.Pedersen & Suksathan foram influenciadas
positivamente no sucesso reprodutivo feminino e masculino para a posi¢dao da flor na
inflorescéncia (Srimuang ef al., 2010). As flores mais altas com display floral vistoso
de Malaxis monophyllos (L.) Sw. e Platanthera bifolia (L.) Rich garantiram maior
sucesso reprodutivo para os taxons (Jermacowicz et al., 2015; Trunschke e Agren,

2019).
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Floragao em plantas enganosas

O display floral ¢ um dos sinais visuais mais importantes para a atracdo de
polinizadores (Kindlmann & Jersdkova, 2006). Em flores polinizadas por engodo, esse
sinal pode ser determinante, transmitindo a ideia de mais recompensas ¢ induzindo a
visitagdo (Sun et al., 2017). A quantidade de frutos esta positivamente relacionada com a
quantidade de flores, quando o individuo produz grandes inflorescéncias (Schemske,
1980). No entanto, quando produz uma unica flor pode sofrer limitacao de polen e falha
na frutificacdo, pois o polinizador perde o interesse apos algumas visitas resultando em
menor sucesso reprodutivo quando comparadas a flores dispostas em inflorescéncias

(Abeli et al., 2013; Sun et al., 2017).

Sun et al., (2017) confirmou em cinco espécies de orquideas que flores unicas
tendem a experimentar menor sucesso reprodutivo quando comparadas as flores
multiplas. As hipoteses que os autores levantaram para descrever as vantagens que flores
unicas tém para compensar 0 menor sucesso reprodutivo sdo, floragdo frequente durante
a ano e precoce em relacao ao pico de floragdo da comunidade, maior qualidade na

producdo de sementes e dispersdo do polen a longas distancias (Tremblay ez al., 2005).
Polinizag¢do por moscas: miofilia e sapromiofilia

Chama-se de miofilia a sindrome de polinizagao realizada por moscas. Inserida na
miofilia estd a sapromiofilia que a polinizagdo realizada por moscas parasitas e
decompositoras (Faegri & Van Der Pijl, 1979). Em Pleurothallidinae, a polinizag¢ao por
engodo ¢ a sindrome de polinizacdo generalizada sendo os insetos da Ordem Diptera os
maiores agentes polinizadores (Pridgeon, 2001; Karremans & Diaz-Morales, 2019). As
moscas sdo atraidas para as flores através da emissdo de volateis especificos que
funcionam como semioquimicos e direcionam o polinizador até o recurso ou onde o
mesmo € mimetizado, resultando no contato com as estruturas reprodutivas e efetivando

a polinizag¢ao (Millner & Baldwin, 2016).

Para a atracdo dos polinizadores, as flores de Pleurothallidinae, apresentam a
combinagdo de caracteristicas que formam padrdes e atraem polinizadores especificos
(Bogarin et al., 2018). Os padrdes sdo constituidos de caracteristicas midfilas quando as
flores apresentam presenca ou auséncia de recursos, cores amarelas e amarelas-
esverdeadas particularmente na regido do labelo, ornamentagdes no labelo e guias de

néctar (Borba et al., 2010; Cardoso-Gustavson et al., 2017). E caracteristicas
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sapromiofilas, quando as flores apresentam auséncia de recurso, perfumes e cor roxa
particularmente na regido do labelo que lembra matéria organica em decomposi¢dao

(Bogarin et al., 2018; Arévolo-Rodrigues et al., 2021).
Subtribo Pleurothallidinae

Pleurothallidinae ¢ uma subtribo dentro de Orchidaceae pertencente a tribo
Epidendrae e subfamilia Epidendroidae. Constituida por 44 géneros e cerca de 5100
espécies, a subtribo representa cerca de 20% de toda a familia Orchidacae (Pridgeon
2001; Karremans, 2016; Bogarin et al., 2019). Como o restante da familia, as
especificidades nos sistemas de poliniza¢cdo de Pleurothallidinae resultam em baixa taxa

de sucesso reprodutivo para o grupo (Tremblay, 2006; Caradonna & Ackerman., 2010).

A polinizagao por engodo ¢ predominante na subtribo, com os insetos da Ordem
Diptera como os principais agentes polinizadores (Pridgeon et al., 2001; Karremans &
Dias-Moralez, 2019). O grupo dos Diptera ja foi considerado promiscuo e ineficiente para
a polinizagdo (Christensen, 1994; Barbosa et al., 2009), entretanto, observagdes mais
aprofundadas averiguaram que os sistemas de polinizacdo descritos entre as moscas € as
flores sdo complexos e especializados (Borba & Semir, 2001; Barbosa et al., 2009,

Pansarin et al., 2016).

Para as espécies da subtribo, além do engodo alimentar, também foram descritos
o engodo sexual (Blanco & Barboza, 2005), secre¢do de néctar (Singer & Coccuci, 1999;
Albores-Ortiz & Sosa, 2006; Barbosa et al., 2009; Karremans et al., 2015; Pansarin et al.,
2016) e de outros recursos sinalizadores (Bogarin et al., 2018). Sdo complexos os
sistemas de polinizagdo dentro da subtribo (Blanco & Barboza, 2005; Endara et al., 2010;
Karremans et al., 2015; Policha et al., 2016; Bogarin ef al.,2018). Um exemplo € o género
Acianthera Sw., com sistema de polinizagdo recompensador e polinizado por engodo e
fraudulento. As espécies polinizadas por moscas da familia Phoridae secretam néctar e as
polinizadas por Chloropidae ndo possuem recursos (Singer & Coccuci, 1999; Borba &

Semir, 2001; Melo et al., 2010).

No Bioma Mata Atlantica, local importante para o surgimento e diversificagdo da
subtribo (Morales et al., 2020), somam-se mais de 200 espécies de Pleurothallidinae,
representando 15% da familia Orchidaceae e indicando riqueza e diversidade dos
representantes nesse Bioma (Stehmann, et al., 2009). Dessa maneira, esse trabalho visa

monitorar e descrever as estratégias reprodutivas em espécies de Pleurothallidinae na
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Mata Atlantica. Mais especificamente, visa investigar o efeito da coloracao do labelo,
“recursos sinalizadores” (proteinas e amido), produc¢ao de flores, display floral e duragao

da floracao.
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Resumo

A polinizacdo por engodo em orquideas geralmente leva a baixa frequéncia de
visitas de polinizadores e a redugdo da frutificacdo em populagdes naturais.
Pleurothallidinae apresenta adaptagdes florais relacionadas a polinizagdo por
moscas. Combinagdes de atragdes florais, como cor, perfume e secregdes, podem
resultar em caracteristicas midfilas e sapromiofilas. No entanto, ainda ndo esta
claro se eles devem ser reconhecidos como um sistema de polinizagao
completamente enganoso e quais caracteristicas florais atraentes e padrdes de
floragao podem favorecer o sucesso reprodutivo masculino e feminino em ambas
as sindromes de poliniza¢do em condi¢des naturais.

Nos investigamos o efeito da cor do labelo, presenga de proteinas e secregdo de
amido, produgao floral, tipo de display floral e duragdo do periodo de floracao na
porcentagem de remocgao de polinario (PPR) e porcentagem de frutificacdao (PPS)
em populagdes naturais de 17 espécies de Pleurothallidinae. Realizamos a analise
de Contrastes Filogeneticamente Independentes (PIC) para testar a independéncia
das caracteristicas e a analise do Modelo Linear Generalizado (GLM) para testar
se o PPR e PTF sdo afetados por caracteristicas florais e periodo de floragao.
Nossos resultados sugerem que diferentes combinagdes de atributos
histoquimicos e cores do labelo desempenham um papel importante para a aptidao
reprodutiva masculina e feminina. A presenca de proteinas € a cor amarela-
esverdeada influenciaram o sucesso reprodutivo masculino e o labelo roxo
influenciou no sucesso reprodutivo feminino. A producgdo floral total parece
aumentar a remo¢ao de polinarios, mas nao a frutificacdo, enquanto um periodo
de floracao mais longo aumenta as chances de as funcdes masculinas e femininas
alcangarem maior sucesso reprodutivo.

Em conclusdo, caracteristicas miofilas influenciaram o sucesso reprodutivo
masculino, enquanto caracteristicas sapromiofilas podem fornecer vantagens
reprodutivas em relagdo ao sucesso reprodutivo feminino em Pleurothallidinae.
Palavras-chave: Atratividade floral; conjunto de frutos; miofilia; producao de
flores; secrecdo de amido; secrecdo de proteinas.

Resumo de mensagem: O sucesso reprodutivo de machos e fémeas ¢ favorecido
por distintos tracos atrativos florais e de floracdo em espécies midfilas e

sapromiofilas de Pleurothallidinae (Orchidaceae).
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Introducio

Diversas espécies vegetais alogdmicas dependem estritamente da relagdo com
polinizadores bidticos para obter sucesso na polinizagdo e, em troca, oferecem
recompensas florais durante o forrageamento do polinizador (Ollerton, 2017). No entanto,
algumas flores sdo descritas como desprovidas de recompensas e atraem seus
polinizadores por meio da sinalizagdo desonesta de um recurso (Renner, 2006). Essa
estratégia ¢ chamada de polinizagdo por engodo e apresenta um dos tipos de mimetismo
mais convincentes de evolugdo adaptativa via sele¢do natural (Nilsson, 1992; Jersakova
et al., 2006). Flores polinizadas por engodo geralmente apresentam caracteristicas florais
comuns a flores produtoras de recurso, como néctar, onde sinais como odor, coloragdo e
guias de néctar atraem polinizadores durante o forrageamento, porém nao produzem de
fato o recurso (Dafni, 1984; Ackerman, 1986).

Para a familia Orchidaceae, baixas taxas de sucesso reprodutivo sdo comumente
relacionadas ao sistema de polinizacao por engodo (Ferdy et al., 1998; Tremblay et al.,
1998; Galizia et al., 2005; Schiestl, 2005; Jerkasova et al., 2006), considerando que o
polinizador discerne quais plantas sdo desprovidas de recursos na comunidade e aprende
a evita-las. (Nilsson, 1992; Hansen & Olesen 1999; Johnson et al., 2003, Tremblay et al.,
1998;). Esse sistema de polinizagdo vem sendo descrito em diversos géneros nao
relacionados e esta presente em todas as subtribos (Dressler, 1981; Smidt et al., 2006,
Silva-Pereira et al., 2007; Endara et al., 2010; Policha et al., 2019).

Recentemente, t€m sido descobertas pequenas quantidades de recursos em
espécies que antes eram consideradas completamente polinizadas por engodo. Esses
recursos exercem fun¢do extremamente relevante na atratividade da flor (Reiter et al.,
2018, 2019; Phillips, 2020) e servem como “sinalizador de sabor” provocando maior
tempo de forrageamento dos polinizadores e ocasionando maiores chances de poliniza¢do

(Smithson & Gigord 2001; Shrestha ef al., 2020). No entanto, se de fato, pode aumentar
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significativamente a visitacao eficiente e o sucesso reprodutivo em populagdes naturais
sa0 questdes que permanecem em aberto.

Nas flores de orquideas, os graos de polen sao derivados de um tnico estame, que
se encontram reunidos em polinias, e estas sao concentradas em uma unidade de
dispersdo, chamado de polinario (Barros & Kerbauy, 2004; Cozzolino & Widmer, 2005).
Por conseguinte, o sucesso reprodutivo fica restrito a apenas dois niveis: (1) na remog¢ao
do polinario (uma estimativa do sucesso reprodutivo masculino) e (2) na formagao de
frutos (sucesso reprodutivo feminino). Para individuos que possuem apenas uma flor, o
sucesso reprodutivo pode ser nulo caso haja alguma falha no processo de polinizagao (Sun
et al., 2017). Todavia, os efeitos das falhas reprodutivas sao reduzidos em individuos
compostos de inflorescéncias com muitas flores, tendo em vista que, mesmo que a
polinizacdo seja falha em algumas flores podera ocorrer em outras da mesma
inflorescéncia (Tremblay, 2006; Vandewoestijne ef al., 2009).

Dentro de Orchidaceae, a subtribo Pleurothallidinae (Orchidaceae) ¢ composta de
cerca de 5.100 espécies (Karremans, 2016) e possui o sistema de polinizagao por engodo
como sindrome de polinizacdo generalizada, sendo os insetos da ordem Diptera os
principais agentes polinizadores (Pridgeon et al., 2001; Karremans & Diaz-Morales
2019). Em geral, as moscas percebem os estimulos quimicos melhor do que outros
insetos, sendo capazes ndo apenas de reconhecer e diferenciar odores e sabores, mas
também a presenca de agua, sal, e agucar por meio de células receptoras especializadas
(Woodcock et al., 2014). Embora Diptera ja tenha sido considerado um vetor irregular e
ineficiente (Christensen, 1994), estudos de campo mostraram que as interagdes entre

moscas e flores de orquidea sdo complexas e podem ser especializadas.

Na subtribo, a secrecdo de néctar ¢ descrita para algumas espécies e ¢

positivamente relacionada ao sucesso reprodutivo feminino e masculino, assim como,



18

comumente ocorre dentro da Familia Orchidaceae Karremans et al., 2015). Dois
exemplos sdo: Pleurothallis marthae Luer (Duque-Buitrago et al., 2014), onde a oferta
de néctar, associada a abundancia floral e emissao de odores semelhantes a fungos
garantiu a frutificagdo nas populacdes naturais. E algumas espécies de Specklinia Lindl.,
onde o sucesso reprodutivo masculino e a polinizagdo ocorreram devido a secrecao de
néctar e agregacao de feromonios atrativos para moscas do género Drosophila Fabricius
(Karremans et al., 2015).

Nos ultimos anos, em Pleurothallidinae, sistemas sofisticados de polinizagao por
engodo, que apresentam pequenas quantidades de recursos florais, vém sendo descritos
(Albores-Ortis & Sosa, 2006; Bogarin et al., 2018), como a secrecdo de proteinas e
carboidratos em Trichosalpinx (Bogarin ef al., 2018). Esse sistema induz o polinizador a
permanecer mais tempo forrageando a flor aumentando a chance do polinario ser
removido e depositado de maneira eficiente (Shrestha ef al., 2020).

Em espécies miofilas, o recurso mimetizado € geralmente sinalizado por
combinagdes de cores, ornamentos florais e emissdo de volateis complexos (Cardoso-
Gustavson et al., 2017; Bogarin et al., 2018; Karremans & Dias-Morélez 2019). As
sapromiofilas combinam a cor roxa predominante e a emissdo de volateis complexos, que
simulam a decomposi¢do de matéria organica que atrai moscas cleptoparasitarias fémeas
em busca de locais de oviposigdo (da Silva et al. 1999; Cardoso-Gustavson et al. 2017,
Arévolo-Rodrigues 2021).

No Bioma Mata Atlantica, local importante para o surgimento e diversificacao da
subtribo (Morales et al., 2020), somam-se mais de 200 espécies de Pleurothallidinae.
Géneros como Acianthera Scheidw., Anathallis Barb.Rodr., Octomeria R.Br.,
Pleurothallis R.Br. e Specklinia Lindl., representam mais de 15% da riqueza das

Orchidaceae no Bioma (Stehmann et al, 2009). A diversificagdo rapida e recente &
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provavelmente responsavel pela grande variagdo na morfologia floral e tem sido
fortemente relacionada a adaptacdes a polinizadores em interagdes altamente complexas
(Pérez-Escobar et al., 2017; Morales et al., 2020; Karremans & Diaz-Morales 2019)

A complexidade ecoldgica e evolutiva do grupo resultou na elaboragdo dos
seguintes questionamentos: (1) As estratégias reprodutivas das flores como presenca de
proteinas e amido, coloracao do labelo (amarelo, amarelo-esverdeado e roxo) € a emissao
de perfumes estao relacionadas positivamente ao sucesso reprodutivo das espécies? (2) A
producdo de flores, exibi¢ado floral (display floral), duracio da floracdo e disposicao das
flores nas inflorescéncias (Unicas e multiplas) garantem maior sucesso reprodutivo para
as espécies? (1) As estratégias florais envolvendo a presenca de proteinas e/ou amido
garantem uma forma sofisticada de polinizacdo por engodo e pode assegurar maior
sucesso reprodutivo para as espécies. (2) A quantidade de flores produzidas, exibidas e
que apresentam longa duracdo pode garantir maior sucesso reprodutivo das espécies por
simplesmente atrair mais visitantes e polinizadores.

Material e métodos

Area de estudo

A pesquisa foi conduzida na Reserva Particular do Patrimonio Natural Nhandara
Guaricana (RPPN Nhandara Guaricana), localizada no Primeiro Planalto Paranaense,
dentro dos limites da Area de prote¢io Ambiental de Guaratuba. A RPPN ¢ delimitada
a Leste pela Area de Prote¢io Guaricana, remanescente de Floresta Nativa protegida
pela Companhia Paranaense de Energia-(COPEL) (Sociedade Chaud, 2008). O clima
regional segundo K&ppen é caracterizado pelo tipo Cfb - Clima Subtropical Umido
Mesotérmico, caracterizado por verdes frescos, estagdao de inverno com geadas severas
e frequentes e estagdo seca ausente. A RPPN insere-se no dominio do Bioma da Mata
Atlantica possuindo as maiores caracteristicas da Floresta Ombrofila Densa (FOD)

MontanaNas arvores ¢ encontrada uma grande diversidade de plantas epifitas
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principalmente das familias Araceae, Bromeliaceae e Orchidaceae (Sociedade Chaua,
2009), incluindo espécies de Pleurothallidinae.
Espécies estudadas

Estudamos 448 individuos de orquideas, dentro das 17 espécies da subtribo
Pleurothallidinae selecionadas (Figura 1). Todas as espécies sdo epifitas e ocorrem
comumente no Bioma Mata Atlantica.

Os individuos foram marcados com placas permanentes e georreferenciados com
GPS Garmin. Para a marcacdo foram considerados aqueles que estavam até a 1,65 cm
da altura do solo, ao longo de trés trilhas existentes na reserva e também no interior da
mata fechada. Os vouchers das espécies foram depositados no herbério da Universidade
Federal do Parana (UPCB). (Tabela S1).

Foram consideradas espécies com caracteristicas miofilas as quais possuem
coloragao do labelo amarela ou amarela-esverdeada. Espécies com caracteristicas
sapromiodfilas foram consideradas as espécies com labelo roxo. As espécies
sapromiofilas sdo comumente sem néctar e tém grandes vactliolos ricos em antocianinas
na epiderme do labelo que fornecem uma cor roxa intensa (Arévolo-Rodrigues et al.,
2021). Apenas a coloracdo do labelo foi considerada por ser a principal estrutura da flor
responsavel pela emissao dos perfumes, recursos e ter geralmente uma cor predominante

(Arévolo-Rodrigues et al., 2021).
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Figura 1. Espécies monitoradas na RPPN Nhandara Guaricana. A) Acianthera
glanduligera; B) A. luteola; C) Anathallis adenochila; D) A. microphyta; E) Barbosella
gardnerii;, F) B. miersii; G) Dryadella zebrina; H) Muscarella cryptophyta,; 1) Octomeria
crassifolia; J) Pabstiella fusca; K) Pabstiella trifida; L) P. versicolor; M) Specklinia
grobyi; N) Stelis aprica; O) S. argentata; P) S. papaquerensis.

Recursos, fenologia e sucesso reprodutivo

As estratégias florais relacionadas a presenca de osmoforos, proteinas e amido,
antese, disposicao floral (flores inicas ou multiplas em inflorescéncias) e cor do labelo
(amarelo-esverdeado, amarelo ou roxo) foram investigadas com o objetivo de averiguar
quais caracteristicas estavam envolvidas positivamente ao sucesso reprodutivo masculino
e feminino das espécies.

Testes histoquimicos foram realizados em flores frescas inteiras para indicar se
nos tecidos havia a presenca de: osmoforos, através do teste do vermelho neutro (Vogel,
1990), proteinas, através do azul de coomasie (Cawood ef al., 1978) e amido, através do
teste do lugol (Johansen, 1940). As flores foram submersas por 20 min e lavadas em agua
corrente para observagdo das areas coradas. Flores recém-abertas foram dissecadas e
visualizadas em estereomicroscopio para detectar secregoes.

Para a maioria das espécies havia flores disponiveis na area de estudo e na Casa
de Vegetagdo do Centro Politécnico da Universidade Federal do Parand as quais foram
coletadas em antese para as andlises. Entretanto, para alguns tdxons, a literatura foi
consultada para compilar dados sobre a secre¢do de recursos em espécies que ja haviam
sido submetidas a testes histoquimicos anteriores (Tabela 1).

O acompanhamento fenologico para cada individuo foi feito de marco de 2019 a
fevereiro de 2020. Monitoramos a fenologia da floracdao de cada espécie com o intuito de
observar a época da fenofase assim como a sua duracdo: curta (até trés meses),

intermediaria (quatro a sete meses) ou longa (acima de oito meses). Consequentemente

observamos o total de flores produzidas, a antese e disposi¢do nas inflorescéncias. A
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fenologia da frutificagdo foi anotada de maneira qualitativa e quantitativa e os dados
foram utilizados para as analises de sucesso reprodutivo.

Para o sucesso reprodutivo masculino registramos o nimero de flores com
polinario removido em relagdo ao numero total de flores observadas em antese no
momento do censo, em cada uma das plantas marcadas. Avaliamos o sucesso reprodutivo
feminino no final do periodo reprodutivo de cada espécie, através da contagem do nimero
de frutos formados em relagcdo ao nimero total de flores produzidas. Quantificamos o
total de flores produzidas dentro do periodo reprodutivo através da contagem direta do
numero de cicatrizes florais e frutos em cada inflorescéncia ou nimero de pedinculos
florais e frutos em plantas com flores Unicas, assumindo que cada cicatriz foi uma flor
nao fecundada.

Andlises

A porcentagem de polinarios removidos (PPR) em relacdo as flores abertas, € o
numero total de flores produzidas com porcentagem total de frutos (PTF), em relagdo ao
total de flores produzidas entre as 17 espécies amostradas foram analisadas através do
calculo de regressdo linear. As quantidades foram transformadas em log e as
porcentagens foram transformadas em proporgdes. No entanto, estudos comparativos de
multiplas espécies podem ser comprometidos se as espécies descendem de um ancestral
comum, resultando em caracteristicas que ndo sdo independentes (Felsenstein 1985).
Considerando o efeito de relacdes filogenéticas, realizamos um teste de Felsenstein
(1985) de Contrastes Independentes filogenéticos (PIC) A arvore filogenética esta
disposta no material suplementar (fig. S1). Os PICs foram obtidos usando o pacote ape
versdo 5.0 (Paradis & Schliep, 2019) em ambiente de software R (https://www.r-

project.org/). Outro round de regressdes lineares foi feito usando os contrastes, e os
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resultados foram comparados com as analises anteriores para detectar o viés filogenético
dos dados.

Andlises foram realizadas através do GLM (modelo linear generalizado). O
objetivo foi verificar se o sucesso reprodutivo masculino e sucesso reprodutivo feminino
foram influenciados por caracteristicas florais. Por serem porcentagens, os GLMs foram
configurados com distribuicdo binomial e fun¢do logit-link (Crawley 2007). As
variaveis preditoras foram: presenca de (1) proteina, (2) presenca de amido, (3) duracao
da floragdo em meses, (4) tipo de display floral (flores inicas ou multiplas) e (5) cor do
labelo. As variaveis resposta foram o total de polinarios removidos de flores em antese
e de frutos formados em relagdo ao total de flores produzidas. As analises também foram
realizadas excluindo Stelis aprica e S. papaquerensis pois tinham apenas um individuo
marcado.

Resultados

Recursos, fenologia e sucesso reprodutivo

Os testes histoquimicos indicaram que todas as flores possuem osmaéforos em pelo
menos uma peca floral, onze espécies (64%) secretam proteinas e doze espécies (70%)
indicaram a presenca de amido (Tabela 1) (Figura S2). Nao foi observada umidade nas
pecas florais, mesmo em A. luteola (Singer e Coccuci 1999) e O. crassifolia (Barbosa et
al. 2009), descritas na literatura como secretoras de néctar. Quanto a colorag¢do do labelo,
oito espécies (47%) tem o labelo roxo, cinco (29%) tem o labelo amarelo e quatro (23%)
tem o labelo amarelo-esverdeado (Tabela 1).

O periodo de floragdo da comunidade ocorreu durante todo o ano de
monitoramento. Trés espécies t€ém um curto periodo de floracdo de até trés meses
(Anathallis microphyta, Octomeria crassifolia e Stelis aprica), seis espécies tem duragdo

intermediaria da floracdo entre quatro e sete meses (Acianthera glanduligera, A. luteola,
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Barbosella gardnerii, Dryadella zebrina, Specklinia grobyi e Stelis papaquerensis), as

demais espécies tem duragao longa da floracao de mais de oito meses (Tabela 1).

Tabela 1. As 17 espécies monitoradas e seus atributos florais. Os recursos encontrados e
os dados compilados da literatura para espécies secretoras de néctar, seguidos da
coloragdo das pecas florais, o display floral, disposicdo e¢ a antese das flores nas

inflorescéncias e a época de floracdo.

Espécies Recurso Cor do labelo Display floral Antese Epoca de
floral floracio

Acianthera Ausente Amarelo Inflorescéncia solitaria em Simultanea  Jul-Jan

glanduligera (Lindl.) racemo

Luer

Acianthera luteola Nectar!, Amarelo Inflorescéncia solitiria em Simultinea Fev-Mai

(Lindl.) Pridgeon &  proteinas, amido racemo

M.W.Chase

Anathallis adenochila  Amido Roxo Flores unicas Sucessiva Dez-Jul

(Loefgr.) F.Barros

Anathallis microphyta Proteinas Roxo Flores unicas Sucessiva Dez-Jan

(Barb.Rodr.)

C.0.Azevedo & van

den Berg

Barbosella gardneri  Proteinas e Roxo Flores unicas Simultanea  Ago-Dez

(Lindl.) Schltr. amido?

Barbosella miersii amido® Amarelo- Flores unicas Simultanea Jan-Ago

(Lindl.) Schiltr. esverdeado

Dryadella zebrina Proteinas e Roxo Flores unicas Sucessiva Out-Jan

(Porsch) Luer amido?

Muscarella Proteinas Amarelo- Flores unicas Sucessiva ~ Nov-Jul

esverdado

Octomeria crassifolia Nectar’, amido*  Amarelo Multiplas flores em fasciculo Simultanea Mai-Jun

LindL

Pabstiella colorata Ausente Roxo Inflorescéncia solitaria em Simultanea  Jan-Dez

(Lindl.) Luer racemo

Pabstiella fusca Proteinas Roxo Inflorescéncia solitaria em Simultanea  Jan-Dez

(Lindl.) Chiron & racemo

Xim.Bols.

Pabstiella trifida Proteinas e Amarelo Flores unicas Sucessiva Mar-Dez

(Lindl.) Luer amido

Pabstiella versicolor ~ Proteinas e Roxo Flores unicas Sucessiva  Dez-Set

(Porsch) Luer amido

Specklinia grobyi Amido Amarelo Flores multiplas em racemo Simultanea Nov-Mai

(Bateman ex Lindl.)

F.Barros

Stelis aprica Lindl. Proteinas e Amarelo- Flores multiplas em racemo Sucessiva Set-Out
amido esverdeado

Stelis argentata Lindl. Proteinas e Roxo Flores multiplas em racemo Sucessiva Jan-Dez
amido

Stelis papaquerensis ~ Proteinas e Amarelo Flores multiplas (as vezes Sucessiva Out-Fev

Rchb.f. amido esverdeado multiplas) em racemo

1 Singer e Cocucci
(1999)
2 Forstner (2020)

3 Barbosa et al.
(2009)
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4 Santos et al (2020)

Das 448 plantas monitoradas, 399 floresceram durante o periodo de estudo. Um
total de 336 flores abertas foi contado entre as espécies de flor tnica e 2.110 entre as
flores multiplas durante as observagdes mensais. Ao contabilizar as cicatrizes e
pedanculos, estimamos um total de 637 flores produzidas por espécies de uma tunica flor
e 5.356 flores por espécies de flores multiplas no final do periodo de floragao.

A maior produgao floral em espécies de flores nicas foi para Barbosella miersii
26,3 (£ 9,4) e frutificacdo em B. gardnerii 5 (£ 1). Nas espécies de flores multiplas, a
maior média de produgdo floral e frutificacao foi em Stelis argentata em 61,4 (= 49,6)
e8,8 (£ 16,0), respectivamente. Stelis aprica e S. papaquerensis tiveram apenas um
individuo monitorado. O total de producdo de flores para essas espécies foi de 184 e
375, respectivamente e de frutos foi de 22 e 92, respectivamente. As espécies Anathallis
microphyta (flor Unica) e Acianthera luteola (flores multiplas) ndo frutificaram durante
o periodo de monitoramento. A porcentagem de polinarios removidos variou em zero
Anathallis microphyta a 41,89% em Pabstiella trifida entre as espécies de flor unica, e
entre 10,87% em Acianthera glanduligera e 74,07% em A. luteola entre espécies com
flores multiplas (Tabela 2).

De maneira geral, espécies com caracteristicas midfilas tiveram sucesso
reprodutivo masculino acima de 40% superior a espécies quando comparadas a espécies
com caracteristicas sapromiodfilas que tiveram sucesso reprodutivo masculino inferior a
40%. Enquanto espécies com as caracteristicas sapromiofilas tiveram sucesso feminino
acima de 10% quando comparadas a espécies com caracteristicas midfilas que tiveram

o sucesso reprodutivo feminino igual ou abaixo de 10% (Tabela 2).
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Tabela 2. Padrdo de floragdo e parametros de sucesso reprodutivo masculino e feminino
de 17 espécies de micro-orquideas de Pleurothallidinae. N = ntimero de individuos
monitorados; N inflorescéncia = numero total de inflorescéncias produzidas por
espécies; N flores em antese = numero de flores observadas na antese; MFA = nimero
médio de flores observadas na antese (= DP); N pol. remov. = Numero de polinarios
removidos; PPR = porcentagem de polinario removido; N prod. de flores = nimero de
cicatrizes / pedunculos + numero de frutos contados ao final da floragao); MPF = ntimero
médio de producao de flores (= DP); N frutos = nimero de frutos contados ao final do
periodo de floracao; MF = nimero médio de frutificagdao; PTF = porcentagem total de
frutos.

N
Espécies N . L Nflores MFA Npol ppp prod \pp N MF PTF
inflor. antese remov. de frutos
flores
Flores unicas
Anathallis 10 - 39 39(x2.2) 15 384 86 8.6(£3.7) 13 1.3(£2.0) 15.12
adenochila 6
A. microphyta 3 - 4 1.3 (=0.6) 0 0 8 2.7(x0.6) O 0 0
Barbosella 3 - 71 23.7(£13.0) 22 30,9 79 26.3 15 5.0 (x1.0) 18,99
gardneri 9 (£9.4)
B. miersii 39 - 55 14(x1.2) 22 40 270 6.9 (+4.6) 36 0.9 (x1.3) 13,33
Dryadella 18 - 32 1.8 (x1.1) 5 15,6 36 2(x12) 4 0.2 (£0.5) 11,11
zebrina 3
Muscarella 3 - 16 53 (x0.6) 5 31,2 19 6.3 (x1.1) 2 0.7 (0.6) 10,53
cryptophyta 5
Pabstiella 14 - 74 53(*3.1) 31 41,8 81 5.8(3.3) 7 0.5 (£0.9) 8,64
trifida 9
P. versicolor 10 - 45 4.5(x2.1) 18 40 58 58(*24) 11 1.1 (x1.6) 18,97
Flores
Muiltiplas
Acianthera 320 46 15335 5 10,8 57 19 (£3) 1 0.3 (£0.6) 1,75
glanduligera 7
A. luteola 2 40 27 13.5(*4.5) 20 74,0 33 16.5 0 0 0
7 (£7.8)
Octomeria 2 13 40 20 (£7.1) 16 40 68 34(x7.1) 1 0.5(x0.7) 147
crassifolia
Pabstiella 127 486 501 39 3.1 236 47,1 800 6.3(£5.9) 120 1.0 (x2.0) 15
colorata 1
P. fusca 106 440 480 258 53,7 1.233 11.6 134 1.2 (£2.0) 10,87
4.5(x3.2) 5 (£8.2)
Specklinia 14 29 55 39 (£2.8) 21 38,1 118 84(£6.2) 6 0.4 (£1.6) 5,08
grobyi 8
Stelis aprica 1 16 32 32 19 59,3 184 184 22 22 11,95
8
S. argentata 43 222 830 19.3 (£12.8) 452 54,4 2640 614 379 8.8 14,36
6 (£49.6) (£16.4)
S. 1 16 99 99 56 56,5 375 375 92 92 24,53
papaquerensis 7
Anadlises

A PPR ¢ positivamente afetada pelo nimero de flores (Figura 2) em ambas as

regressoes lineares usando dados brutos (R 2 = 0,25, P = 0,040) e contrastes filogenétcos
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(R2 =035, P=0,013). A relagdo entre o total de flores produzidas ¢ PTF também ¢
positiva, mas nao significativa considerando os dados brutos (R2 =0,23, P = 0,051) e os
contrastes filogenéticos (R2 = 0,07, P =0,300). A consisténcia nos resultados com e sem

PICs mostra que nossos dados nao sao afetados por relagdes filogenéticas.

4
R#= 0.35,P=0.013

Pollinaria removed

-10 0 10 20
Number of open flowers

Figura 2. Rela¢do positiva entre o nimero a quantidade de flores em antese e a
porcentagem de remocdo de polinarios.

De acordo com nossos resultados de GLM, espécies que armazenam proteinas
apresentaram maior PPR (z = 4,113, P <0,001, Figura 3, Tabela 3), mas nenhum efeito
sobre a PTF (z = 0,555, P =0,579). A presenca de amido ndo teve efeito sobre a PPR (z =
-0,977, P=0,329) e um efeito positivo na PTF (z=2,317, P= 0,021, Figura 4, Tabela 3).
Em relacdo as caracteristicas florais, a cor do labelo afeta tanto PPR (z = -2,076, P =
0,038, Figura 3, Tabela 4) como PTF (z =-3,110, P = 0,002, Figura 4, Tabela 4), com
flores com labelo amarelo-esverdeado tendo maior sucesso reprodutivo masculino e
feminino. Espécies com longos periodos de floragdo também apresentaram maior PPR (z
=3,335, P=10,001, Figura 3, Tabela 4) e PTF (z = 2,352, P = 0,019, Figura 4, Tabela 4).
Assim como, espécies com display de flores multiplas também tiveram maior PPR (z =
5,450, P <0,01, Figura 3, Tabela 4). O display floral nao influenciou no PTF em relacao
as outras espécies (z = 1,484, P = 0,138). Ao desconsiderar Stelis aprica e S.
papaquerensis das analises de GLM, a PPR ¢ positivamente afetada pela presenga de
proteinas (z = 3,986, P <0,001, Figura S, Tabela S3), display floral de flores multiplas (z
= 3,967, P <0,001, Figura S3, Tabela S3) e fenologia de longa duragdo (z = 3,991,
P<0,001, Figura S3, Tabela S3). A PTF ¢ positivamente afetada pelo display floral de
flor tinica (z =-3,050, P = 0,002, Figura S4, Tabela S4), flores com labelo roxo (z = 2,956,
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P = 0,003, Figura S4, Tabela S4) e fenologia de longa duragdo (z = 3,744, P <0,001,
Figura S4, Tabela S4).
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Figura 3. Efeito positivo das proteinas, duracdo de floracdo, display floral de flores
multiplas e coloracdo do labelo sobre o sucesso reprodutivo masculino. O labelo de
coloragdao amarelo esverdeado teve maior influéncia sobre o sucesso reprodutivo
masculino.
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Figura 4. Efeito positivo de amido, duragao de floragdo coloragdo do labelo e duragdo da
floracao sobre o sucesso reprodutivo feminino. O labelo de coloragcdo amarelo esverdeado
teve maior influéncia sobre o sucesso reprodutivo feminino.

Tabela 3. Efeito da presenca de proteinas e amido na porcentagem de PPR e PTF nas 17
espécies de orquideas, analisadas através do GLM.

PPR PTF
Preditoras Estimate Std. Error zvalue P value Estimate Std. Error zvalue P value
Proteina 0,403 0,098 4,113 <0.001 0,053 0,095 0,555 0,579
Amido -0,088 0,090 -0,977 0,329 0,195 0,084 2,317 0,021

Tabela 4. Efeito do display floral, duracdo da floragdo (meses) e cor do labelo na
porcentagem de PPR e PTF nas 17 espécies de orquideas, analisadas através do GLM.

Preditoras Estimate Std. Error z value P value Estimate Std. Error z value P value

Display floral 0,704 0,129 5,450 <0.01 0,219 0,148 1,484 0,138
Duragao da floragao 0,376 0,113 3,335 0,001 0,269 0,115 2,352 0,019
Cor do labelo -0,186 0,090 -2,076 0,038 -0,253 0,081 -3,110 0,002
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Discussao

Um padrdo que emerge de nossos resultados ¢ que a combinacao de caracteristicas
atrativas florais parece favorecer diferentemente o sucesso reprodutivo masculino em
espécies com caracteristicas midfilas e o sucesso reprodutivo feminino em espécies com
caracteristicas sapromiofilas. Espécies com caracteristicas midfilas como labelo amarelo
e amarelo-esverdeado, que produziram mais flores, floracdo longa, flores dispostas em
inflorescéncias e armazenam proteinas apresentaram maior sucesso reprodutivo
masculino que as espécies com menos flores e sem proteinas. Nossos resultados sugerem
que o armazenamento dessa substancia ¢ importante para atratividade e permanéncia do
polinizador na flor, influenciando o sucesso reprodutivo masculino. Enquanto espécies
com caracteristicas sapromiodfilas como labelo roxo, fenologia da floragdo longa e
presenga de amido apresentaram maior sucesso reprodutivo feminino que espécies com
labelo amarelo ou amarelo-esverdeado. A presenga de amido parece induzir uma segunda
visita do polinizador e garantir a frutificagao.

Recursos, fenologia e sucesso reprodutivo

Através do levantamento bibliografico feito para as espécies, Acianthera luteola
(Singer e Coccuci, 1999) e Octomeria crassifolia (Barbosa et al., 2009), secretam néctar
como recompensa floral. Descricoes detalhadas das estruturas secretoras em flores de
Pleurothallidinae indicam que espécies miodfilas tipicas tém nectarios no labelo e
osmoforos nas sépalas laterais e dorsais (Arévolo-Rodrigues 2021), conforme relatado
em Acianthera (Borba & Semir 2001; Melo et al. 2010), Octomeria (Barbosa et al., 2009),
e também em Bulbophyllum (Borba & Semir 1998; Nunes et al., 2014). Em nossos
estudos, espécies com nectarios no labelo, como Acianthera luteola (Singer & Cocucci
1999) e Octomeria crassifolia (Barbosa et al., 2009) tiveram alto sucesso reprodutivo
masculino, com 74% e 40% de remocao de polinario, respectivamente. Além disso, a

presenca de néctar pode atuar como um potencial atrativo floral para moscas (Melo et al.,
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2010), mas ndo garante maior sucesso reprodutivo feminino. Resultados semelhantes
foram relatados para Acianthera teres (Lindl.) Borba e 4. ochreata (Lindl.) Pridgeon &
MW Chase, nos quais os nectarios podem desempenhar um papel importante na atragao
de moscas Phoridae, mas nao promovem significativamente o sucesso reprodutivo em
populagdes naturais (Borba & Semir 2001).

Grande parte das nossas espécies (64%) indicou a presenca de proteinas. Em
Pleurothallidinae, Bogarin et al. (2018) encontraram no género Trichosalpinx a secre¢ao
desse recurso. Assim como nas espécies monitoradas, esse género também foi
influenciado positivamente pelo sucesso reprodutivo masculino. Em campo, foram
observadas moscas forrageando as flores de S. papaquerensis. Os animais ficaram
minutos consecutivos nas flores. Argumenta-se que as caracteristicas florais como,
coloracdo do labelo (geralmente roxo), movimentagdo do labelo ciliado e a ornamentagao
ciliada das sépalas em algumas espécies, juntamente com a secre¢do de proteinas induz
as moscas a permanecerem mais tempo sugando a pequena quantidade de recompensa
secretada e aumentando a probabilidade de coleta e deposi¢ao do polinario (Borba e Semir
1998; Davies & Stpiczynska 2014; Bogarin ef al., 2018; Shrestha ef al., 2020).

Nossos resultados nos levam a crer que as proteinas sejam um sinal que promove
maior tempo de forrageamento do polinizador na flor aumentando a chance de sucesso
reprodutivo, principalmente o masculino e que seja um mecanismo que evoluiu
independentemente em diferentes clados de Pleurothallidinae (Smithson & Gigord 2001;
Dormont et al., 2010; Shrestha et al., 2020).

As espécies monitoradas com labelo roxo, reconhecidas como sapromiofilas,
tiveram menor sucesso reprodutivo masculino, mas maior sucesso reprodutivo feminino
do que espécies com caracteristicas miofilas gerais, com frutificacdo superior a 10%.

Exceto por Anathallis microphyta, Pabstiella colorata e P. fusca, todas as espécies aqui
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consideradas sapromiofilas também secretam amido ou amido e proteinas na superficie
labelar. Apesar de nao ser oferecido em abundancia como recurso, o amido pode atuar
como sinalizador de sabor e aumentar a probabilidade de uma segunda visita do
polinizador, principalmente se combinado também com a presenca de proteinas (Shrestha
et al., 2020). Barbosella gardneri e Pabstiella versicolor tiveram cerca de 18% de
frutificagdo, o que ¢ mais do que o esperado para orquideas polinizadas por engodo
(Tremblay et al., 2005). Acianthera johannensis (Barb. Rodr.) Pridgeon & M.W. Chase
¢ uma espécie sapromiofila sem néctar que atrai moscas Chloropidae com certa
especificidade (Borba & Semir 2001). Embora os autores concluiram que ¢ uma espécie
polinizada por engodo, a frutificagdo em uma populacdo especifica ¢ de 13,4%,
semelhante as espécies sapromiofilas que avaliamos.

Nossos resultados apoiam as previsdes que uma maior producao floral aumenta a
probabilidade de visitas as flores e, portanto, espécies com uma unica flor podem ter
desvantagens em atrair visitantes quando comparadas as de flores multiplas. O sucesso
reprodutivo masculino ¢ mais beneficiado pela quantidade de flores que o sucesso
reprodutivo feminino, considerando que para a fun¢do feminina a energia pode ser
concentrada na produgdo de frutos e sementes de qualidade (Vaughton & Ramsey 1998;
Ehlers et al., 2002; Cozzolino & Widmer, 2005; Li ef al., 2011). Além do fato, de que em
orquideas polinizadas por engodo, para que o sucesso reprodutivo feminino seja efetivado
¢ necessario que o polinizador seja enganado duas vezes (Proctor & Harder 1995; Sun et
al., 2017) e por esses motivos acreditamos que apenas a fungdo masculina tenha sido
beneficiada pela quantidade de flores.

Das espécies monitoradas Anathallis microphyta (Borba et al., 2011) e Octomeria
crassifolia (Barbosa et al., 2009) sdo espécies raras € auto-incompativeis que tiveram

poucos individuos monitorados cuja frutificacdo foi muito baixa: 0% e 1,75
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respectivamente. O mesmo ocorreu no género Acianthera (Borba et al, 2001) com
Acianthera luteola e A. glanduligera: a primeira ndo se reproduziu e a ultima teve apenas
1,75% de frutificagdo, com dois e trés individuos avaliados cada. Embora a auto-
incompatibilidade ndo tenha sido testada, nossos resultados assumem que € uma condigao
natural para Pleurothallidinae e pode ter levado a limita¢ao da reprodugdo para as espécies
monitaradas. A limitacdo da polinizacdo leva a uma baixa frutificagdo em populagdes
naturais de orquideas ndo autégamas (Tremblay et al., 2005). Espécies polinizadas por
engodo, com inflorescéncias minusculas, caracteristicas miofilas, habitos epifiticos e
pequenas populagdes tendem a ter frutificacdo ainda mais baixa (Christensen, 1992;
Tremblay, 2006).

No nosso trabalho em S. papaquerensis cerca de 20 individuos foram vistos e
posteriormente identificados como da familia Cecydomiidae (Figura S5, Tabela S5). As
moscas visitaram as flores, mas nao polinizaram nenhuma. Uma mosca dessa familia ja
foi registrada em S. parvula Lindl e estava carregando o polinario de uma das flores
(Bogarin et al. 2016). Em S. aprica foi avistada uma mosca fémea da familia Empididae
descansando sobre as inflorescéncias (Material Suplementar, Figura S6, Tabela S5). A
familia Empididae ainda ndo foi descrita como polinizadora de nenhuma espécie de
Stelis e sequer como visitante floral (Karremans & Diaz-Morales 2019). Stelis argentata
¢ uma espécie desprovida de néctar (Christensen, 1992), mas que através dos nossos
testes indicaram a presenca proteinas. Uma mosca ndo identificada foi observada
forrageando suas flores, porém nao foi avistada polinizagdo efetiva (Material
Suplementar, Figura S7, Tabela S5). Christensen (1992), observou moscas da familia
Drosophilidae nas flores da espécie, mas também ndo observou efetivamente a

polinizagao.
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De maneira geral, as espécies aqui pesquisadas possuem caracteristicas tipicas
de espécies polinizadas por moscas e, o sistema de polinizagao por engodo sofisticado
que envolve armazenamento de proteinas e/ou amido, emissao de perfumes e coloragao
das flores. Nosso trabalho contrapde outros estudos da literatura que descrevem a
secrecdo de néctar como o principal atrativo para o alcance do sucesso reprodutivo
masculino e feminino (Scopece et al., 2009). A polinizagdo por engodo, particularmente
a extremamente fraudulenta, se mostra sofisticada e eficaz para atragdo e enganagao de
polinizadores ¢ indica ser um mecanismo que evoluiu independentemente em diferentes
clados de Pleurothallidinae.

O custo de reproducdo ¢ um importante fator limitante na histéria de vida das
espécies, € a interacdo ecologica entre planta e polinizador ndo parece favorecer a alta
frutificacdo em orquideas (Tremblay et al., 2005). Assim, uma estratégia evolutiva
eficiente € maximizar o nimero de frutos cruzados, dado um nimero limitado de frutos
colhidos, que produzirdo sementes de melhor qualidade, aos milhares, garantindo assim
o equilibrio no sucesso reprodutivo feminino (Cozzolino & Widmer 2005). O alto
investimento em atragdes florais em Pleurothallidinae, como emissdo de perfumes,
secrecdo de proteinas e amido e atracdes de floragdo como maior producdo de flores e
maior exposicdo floral, aumentam a taxa de visitagdo e as chances de remog¢do de
polinarios e, consequentemente maior diversidade gamética, favorecendo a funcdo
masculina. Embora os padrdes de floracdo possam favorecer a funcdo reprodutiva
masculina em espécies miofilas, a autoincompatibilidade pode ser um fator que refor¢a
ainda mais a hipotese de que para o sucesso reprodutivo feminino, a frutificacdo mais
baixa ¢ compensada pela garantia de maior variabilidade genética gerada por um fruto.

Por outro lado, em espécies sapromiodfilas, as caracteristicas de atragdo floral podem
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desempenhar um papel para garantir maior frutificagdo em populagdes naturais,
aumentando o sucesso feminino em comparagao com as midfilas em geral.

Sdo necessarios estudos adicionais em Pleurothallidinae, em especial com as
espécies da comunidade monitorada, para a descricdo dos visitantes florais e
polinizadores. Uma vez conhecidos, os sistemas de polinizagao poderdo ser relacionados
aos atributos descritos neste trabalho e serem melhor compreendidos. Também sao
recomendados estudos focados nos volateis florais e na quantificagdo dos recursos,
especialmente das proteinas e amido, que foram identificadas em grande parte das
espécies.
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Titulo: Quais estratégias reprodutivas influenciam positivamente o sucesso
reprodutivo feminino e masculino em Pleurothallidinae (Orchidaceae)?

Autoras: Gabriela Bonfim Ribeiro, Anna Victoria Silvério Righetto Mauad, Camila
Silveira Souza, Erika Amano, Eric de Camargo Smidt, Viviane Silva-Pereira

Tabela S1. Espécies e material testemunho das plantas coletadas na Reserva Natural do
Patrimonio Particular Nhandara Guaricana e ntimero de acesso do GenBank.

Espécies

Voucher

Numero de acesso do
GenBank

Acianthera glanduligera (Lindl.) Luer
Acianthera luteola (Lindl.) Pridgeon & M.W.Chase
Anathallis adenochila (Loefgr.) F.Barros

Anathallis microphyta (Barb.Rodr.) C.O.Azevedo & van
den Berg
Barbosella gardneri (Lindl.) Schltr.

Barbosella miersii (Lindl.) Schitr.

Dryadella zebrina (Porsch) Luer

Octomeria crassifolia Lidl.

Pabstiella colorata(Lindl.) Luer

Pabstiella fusca (Lindl.) Chiron & Xim.Bols.
Pabstiella parvifolia (Lindl.) Luer

Pabstiella trifida (Lindl.) Luer

Pabstiella versicolor (Porsch) Luer

Specklinia grobyi (Bateman ex Lindl.) F.Barros
Stelis aprica Lindl.

Stelis argentata Lindl.

Stelis papaquerensis Rchb.f.

Ribeiro GB et al.

10

Ribeiro GB et al.

14

Ribeiro GB et al.

15

Ribeiro GB et al.

16

Ribeiro GB et al.

11

Ribeiro GB et al.

13

Ribeiro GB et al.
Ribeiro GB et al.

07

Ribeiro GB et al.
Ribeiro GB et al.
Ribeiro GB et al.

et al.

et al.

et al.

et al.

et al.

et al.

01

et al.

05
06
03

Ribeiro GB et al.0 4

Ribeiro GB et al.
Ribeiro GB et al.
Ribeiro GB et al.
Ribeiro GB et al.
Ribeiro GB et al.

09
12
08
02
17

JQ306369
KX495754.1
KC425725
MN332355
KX686534
KX686535.1

* D. edwallii AF262824.1
KC425813

*0. grandiflora MK294811
JQ306469
MN551442.1
JQ306390.1
MN551470.1
KC425796.1
JQ306418.1
JQ306421.1
JQ306416.1

Tabela S2. Espécies que foram submetidas aos testes histoquimicos até o momento,
respectivamente com seus resultados. Testes para a deteccao de proteinas (Comasie Blue
Brillant), osmoforos (vermelho neutro) e amido (lugol). Reagdo positiva (+); reagdo

negativa (-).

Peca floral

Osmoforos

Proteinas Amido

Acianthera glanduligera Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas

Pétalas

Acianthera luteola

Anathallis adenochila
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?
+

+ +

+
+

+ o+ +



Anathallis microphyta

Dryadella zebrina

Pabistiella colorata

P. fusca

P. parvifolia

P. trifida

P. versicolor

Specklinia grobyi

Stelis aprica

S. argentata

S. papaquerensis

Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo
Sépalas
Pétalas
Labelo

+ o+ + + + + o+

+ o+

o+ o+ o+

+ +

+ o+ o+
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) Octomeria crassifolia*

O Acianthera glanduligera

(O Acianthera luteola

@ Barbosella gardneri

100 @ Barbosella miersii
r Anathallis adenochila
51 100 @ Anathallis microphyta
@ Muscarella cryptophyta
a7 99 r Dryadelfa zebrina*
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100 O Pabstiella colorata
To0z 72| —QO Pabstiella fusca
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Figura S1. Relagdes filogenéticas entre as espécies monitoradas. Circulos escuros
representam espécies de flores Unicas e circulos brancos representam espécies de flores
multiplas.
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Figura S2. Reacao de flores frescas submetidas a testes histoquimicos. A1-A3 D. zebrina;
Al controle, A2 pétalas e labelo corados pelo lugol, A3 sépalas, pétalas e labelo corados
pelo vermelho neutro; B1-B4 P. trifida; B1 controle, B2 pétalas, sépalas e labelo corados
pelo lugol, B3 pétalas, sépalas e labelo corados pelo vermelho neutro, B4 pétalas sépalas
e labelo corados pelo azul de coomasie; C1-C4 P. versicolor; C1 controle; C2 sépalas e
labelo corados pelo lugol, C3 sépalas coradas pelo vermelho neutro, C4 sépalas coradas
pelo azul de coomasie; D1-D4 S. papaquerensis; D1 controle; D2 sépalas, pétalas e labelo
corados pelo lugol, D3 pétalas, sépalas e labelo corados pelo vermelho neutro, D4 sépalas
e labelo corados pelo azul de coomasie.
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Figura S3. Resultado das analises de GLM excluindo as espécies Stelis aprica ¢ S.
papaquerensis. Efeito positivo da secrecao de proteinas, display floral de flores multiplas
e duragdo da floragdo no sucesso reprodutivo masculino.
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Figura S4. Resultado das andlises de GLM excluindo as espécies Stelis aprica e S.
papaquerensis. Efeito positivo do display floral de flor unica, cor do labelo amarelo
esverdeado e duragdo da floragdo no sucesso reprodutivo feminino.
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Tabela S3. Efeito da presenca de proteinas e amido na porcentagem de PPR e PTF nas 15

espécies de orquideas, analisadas através do GLM.

PPR PFS
Std. z P Std. z P
Preditores Estimado  Error value value Estimate  Error value value
<
Proteina 0,391 0,098 3,986 0.001 0,007 0,096 0,075 0,940
Amido -0,109 0,092 -1,195 0,232 0,129 0,086 1,495 0,135

Tab. S4. Efeito do display floral, duracao da floragdo e cor do labelo na porcentagem de

PPR e PTF nas 15 espécies de orquideas, analisadas através do GLM.

PPR PFS
Std. z Std. z
Preditores Estimate  Error  value P value Estimate Error  value
Display floral 0,553 0,139 3,967 <0.001 -0,495 0,162 -3,050
Duragdo da floragdo 0,489 0,123 3,991 <0.001 0,710 0,190 3,744
Cor do labelo -0,006 0,115 0,056 0,956 0,340 0,115 2,956

P value
0,002
<0.001

0,003

Tabela S5. Espécies que foram observadas com visitantes florais. Os meses e horarios de

visita e a identificacdo dos visitantes.

Espécies Meses de observacio Horarios de Visitantes
observacao
Acianthera Agosto, setembro 12h-13h30 Nao observado
glanduligera (2019)
Barbosella gardneri  Setembro (2019) 12:30h-13:30h Nao observado
Dryadella zebrina Novembro (2018,  6h-10h e 8h-10h30 Quatro visitantes se aproximaram, mas ndo
2019) visitaram as flores
Stelis aprica Setembro (2019) 11h-13h30 Um visitante da familia Empididade
S. argentata Outubro (2019), 11h-12h30 Um visitante ndo identificado
Janeiro 2020
S. papaquerensis Outubro (2019) 12h-15h 20 visitantes da Familia Cecidomyiidae

Em S. papaquerensis foram avistadas varias moscas com o mesmo morfotipo
sobre as flores. Duas foram coletadas e identificadas sendo da familia Cecidomyiidae.
Uma das moscas coletadas foi vista forrageando sobre uma das flores. Foi possivel ver a
proboscide do animal sobre o labelo e pétalas, mas ndo houve a remog¢ao do polindrio

(FiguraS5).

.....
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Figura S5. Mosca da Familia Cecydomiidae sobre a flor de S. papaquerensis. No
momento da coleta o animal estava forrageando sobre a flor e assim permaneceu na
fixagdo, montagem e registro fotografico. E possivel ver a proboscide (PR) do animal
sobre o labelo da flor.

Em S. aprica foi vista uma mosca da familia Empididade sobre a inflorescéncia.
No momento da observagdo havia algo semelhante a um polindrio na pata posterior do
animal, o qual acabou se desprendendo no momento da captura (Figura S6).

Figura S6. Mosca capturada na inflorescéncia de S. aprica. (A) Vista dorsal da mosca.
(B) Vista frontal da mosca. (C) Vista lateral da mosca com destaque para as regides
anatomicas. regido do fémur achatada (FE) indica caracteristica de visitante floral. A
estrutura ovipositora (OV) indica que a mosca ¢ uma fémea da familia Empididae. (D)
Regido da cabe¢a da mosca.

Em S. argentata foi observada uma mosca (ndo identificada) forrageando
rapidamente sobre os botdes e as flores que pareciam estar recentemente abertas. Na pata
posterior da mosca havia algo semelhante ao estipe do polinario, porém ndo haviam
polinias para que houvesse a confirmacao (Figura S7).

Figura S7. A) Diptera ainda com a familia ndo identificada. B) Vestigio de um possivel
estipe do polinario na pata traseira do animal.
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CONCLUSAO

As estratégias reprodutivas descritas neste trabalho foram concernentes com as
que ja haviam sido descritas na literatura para as outras espécies integrantes da subtribo.
Concluimos que a secre¢ao de proteinas, amido e emissao de odores sao importantes
estratégias de atratividade floral que indicaram estar associados ao sucesso reprodutivo,
particularmente da funcdo masculina. Esses recursos parecem ter evoluido em diferentes
clados de Pleurothallidinae e ocasionam a maior permanéncia do polinizador na flor
aumentando as chances de que o polinario seja removido de maneira eficiente, e
diminuindo as chances de que ocorra falha no processo de polinizacao.

As caracteristicas miofilas parecem estar melhor relacionadas ao sucesso
reprodutivo masculino, enquanto caracteristicas sapromiofilas indicar ter relagdo ao
sucesso reprodutivo feminino.

Nossos resultados corroboraram trabalhos na literatura que descrevem o display
floral com muitas flores como um importante fator para o sucesso reprodutivo de
Orchidaceae. Essa estratégia apresentou ser mais eficiente para a fungao masculina, o que
geralmente ¢ comum considerando selecdo sexual em plantas onde a fun¢ao feminina esta
mais envolvida com a producao de sementes do que de fato com a atragdo de
polinizadores.

Com este trabalho, ampliamos a descri¢ao de flores secretoras de proteinas. Antes
na literatura apenas duas eram documentadas, agora descrevemos onze espécies em
Pleurothallidinae. Destacamos também a fenologia da florac¢do sincrona de B. miersii e
P. colorata, espécies que dividem o mesmo forofito, cujo florescimento concomitante foi
benéfico para o sucesso reprodutivo das duas espécies. Por fim, observamos moscas da
familia Empididae visitando as flores, essas moscas ndo haviam sido descritas como
polinizadoras e sequer visitantes de Pleurothallidinae e pela primeira vez foram
observadas sobre as inflorescéncias de uma espécie da subtribo.

Os resultados desse estudo pretendem servir como embasamento para outros
trabalhos com Orchidaceae, e em especial Pleurothallidinae, nas areas de ecologia,
evolucdo, anatomia e histoquimica, € com isso, tragar a historia natural das espécies e

também planejar intervengdes que contribuam para estratégias conservacionistas.
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