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RESUMO

Galeandra (Catasetinae) abrange 18 espécies, das quais 14 ocorrem no Brasil. Embora
amplamente distribuido na regido Neotropical, nenhuma espécie do género teve o sistema
de reproducdo estudado. Tendo isto em vista, este estudo teve como objetivo investigar a
biologia floral e reprodutiva de G. blanchetii E.S. Rand, uma orquidea epifita endémica
do Brasil. As observacdes de campo foram realizadas em duas populagdes em dareas
remanescentes de Floresta Amazonica no Nordeste do Brasil. Foram feitas observagdes
de marco a julho de 2018 a 2023, totalizando 715 horas. Também realizamos
acompanhamento fenoldgico mensal e tratamentos de biologia reprodutiva, os
tratamentos foram: (i) emasculagdo, (ii) polinizacdo manual, (iii) polinizacdo cruzada
manual, (iv) autopolinizagdo espontanea, além da formacao natural de frutos, as sementes
foram avaliadas através do tetrazolio 1%. Os recursos florais foram avaliados com base
em morfologia e testes histoquimicos. Além disso, caracterizamos o perfume floral e
avaliamos seu papel na atracdo de polinizadores. A floracdo de G. blanchetii é anual, com
as flores abrindo pela manha. Os tratamentos experimentais mostraram que ¢é
autocompativel, mas necessita de vetores bidticos para formar frutos. A viabilidade das
sementes nos tratamentos na polinizagdo cruzada manual e natural (controle) foi
significativamente maior em comparacdo com flores autopolinizadas, as quais
apresentaram mais sementes abortadas ou sem embrido. A glandula produtora de perfume
floral (osmoforo) foi identificada na superficie externa e interna do labelo, com epiderme
adaxial e tricomas unicelulares com contetdo reagente ao NADI, indicando a produgdo
de terpenos. Embora haja um célcar, ndo foi constatada a presenca de néctar. A maioria
das visitas foi realizada por abelhas Apidae. Os unicos polinizadores efetivos foram
machos Euglossini (Euglossa securigera e E. cordata) e uma Centridini (Epicharis sp.).
A maior parte da fragrancia floral de G. blanchetii é constituida por benzenoides, sendo
salicilato de metila e benzoato de metila os majoritdrios, representando 83,3% do
perfume da espécie. Nossos dados revelam que G. blanchetii atrai seus polinizadores por
um mecanismo duplo que combina perfumes como recurso, e engano alimentar, atraindo
tanto fémeas quanto machos de Euglossa em busca de néctar. Apesar desses machos
buscarem perfumes, a simples escovacdo do labelo ndo garante a polinizacdo efetiva,
sendo necessdrio que a abelha seja enganada e entre no célcar em busca de néctar, tendo
assim contato com o polindrio.

Palavra-chave: polinizagdo; osmoforos; flores de perfume; Euglossini
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ABSTRACT

Galeandra (Catasetinae) comprises 18 species, of which 14 occur in Brazil. Although
widely distributed in the Neotropical region, no species in the genus has had its
reproductive system studied. With this in mind, this study aimed to investigate the floral
and reproductive biology of G. blanchetii E.S. Rand, an epiphytic orchid endemic to
Brazil. Field observations were carried out in two populations in remaining areas of the
Amazon Forest in Northeastern Brazil. Observations were made from March to July 2018
to 2023, totaling 715 hours. We also carried out monthly phenological monitoring and
reproductive biology treatments, the treatments were: (i) emasculation, (ii) manual
pollination, (iii) manual cross-pollination, (iv) spontaneous self-pollination, in addition
to natural fruit formation, the seeds were evaluated through 1% tetrazolium. Floral
resources were evaluated based on morphology and histochemical tests. Furthermore, we
characterized the floral scent and evaluated its role in attracting pollinators. The flowering
of G. blanchetii is annual, with the flowers opening in the morning. Experimental
treatments have shown that it is self-compatible but requires biotic vectors to form fruits.
Seed viability in manual and natural cross-pollination treatments (control) was
significantly higher compared to self-pollinated flowers, which had more aborted seeds
or no embryos. The floral perfume-producing gland (osmophore) was identified on the
external and internal surface of the lip, with adaxial epidermis and unicellular trichomes
with NADI-reactive content, indicating the production of terpenes. Although there is a
calcar, the presence of nectar was not found. The majority of visits were made by Apidae
bees. The only effective pollinators were male Euglossini (Euglossa securigera and E.
chordata) and a Centridini (Epicharis sp.). The majority of the floral fragrance of G.
blanchetii is made up of benzenoids, with methyl salicylate and methyl benzoate being
the majority, representing 83.3% of the species' perfume. Our data reveal that G.
blanchetii attracts its pollinators through a double mechanism that combines scent as a
resource, and food deception, attracting both females and males of Euglossa in search of
nectar. Although these males seek perfumes, simply brushing the labellum does not
guarantee effective pollination, making it necessary for the bee to be deceived and enter

the calcar in search of nectar, thus having contact with the pollinaria.

Keywords: pollination; osmophores; perfume flowers; Euglossini
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1. INTRODUCAO

As flores exibem caracteristicas que servem como atrativos, sinalizando a
presenca de algum recurso como: cor (Raine & Chittka, 2007; Reverté et al., 2016;
Santana et al., 2022), guias de néctar (Carvalho & Machado, 2006; Hansen; Van Der Niet;
Johnson, 2012), fragrancias (Nunes et al., 2016), morfologia e tamanho das flores (Rech
et al., 2014; Bauer; Clayton; Brunet, 2017; Tsuji & Ohgushi, 2018). Os recursos que as
flores podem oferecer sdo geralmente classificados em nutritivos (pdlen, néctar, lipideos
e tecidos florais) e ndo-nutritivos (resinas, 6leos, ceras e perfumes), que sdo utilizados
para construcio de ninhos, atracdo sexual (Rech et al., 2014), ou até locais de abrigos
(Seymour, White & Gibernau, 2003)

Na Subtribo Catasetinae (Epidendroideae) a maioria dos seus representantes
oferecem perfume como recurso, como ocorre em Catasetum Rich. ex Kunth (Dressler,
1982; Carvalho & Machado, 2002; Milet-Pinheiro et al., 2015), Cycnoches Lindl
(Cancino & Damon, 2007; Anton; Kaminska; Stpiczynska, 2012), Dressleria Dodson
(Dodson, 1975) e Mormodes Lindl (Dodson, 1962), com espécies sendo polinizadas por
machos de abelhas Euglossini que sdo atraidas pela emissdo de volateis produzidas pelas
flores, estes utilizam as combinacOes de 6leos voldteis na atracdo de fémeas (Ayasse,
2023; Henske et al., 2023). Outras fontes de recompensa sdo tricomas alimentares, em
Cyanaeorchis Barb. Rodrg e 6leos, como registrado em Grobya Lindl (Pansarin; Castro;
Sazima, 2009, Pansarin & Maciel, 2017).

Embora a polinizacdo seja considerada uma relacdo benéfica para as espécies
envolvidas, existem casos de orquideas que utilizam atrativos florais para simular algum
tipo de recurso que ndo existe, “enganando” o polinizador, sendo esse tipo de estratégia
classificada como polinizacdo por engano ou engodo (Ackerman, 1986; Schiestl, 2005;
Jersdkova & Johnson, 2006). Os mecanismos mais comuns de polinizagdo por engodo
sdo por “engano alimentar” (flores que atraem visitantes simulando a presenga de um
recurso alimentar inexistente) e “engano sexual” (flores que simulam parceiros sexuais
ou sitios de ovoposi¢do podendo ocorrer também através do mimetismo batesiano).
Dentre essas diferentes estratégias, a primeira € caracterizada pela atracdo de
polinizadores mais generalistas, enquanto a segunda estd mais relacionada a
especificidade de polinizadores (Ackerman et al., 2023).

Acredita-se que espécies do género Neotropical Galeandra Lindl.
(Epidendroideae: Catasetinae) sejam polinizadas por engano alimentar (Monteiro, 2007).

O género possui 18 espécies distribuidas na América Central e do Sul até o norte da
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Argentina (Monteiro, 2007), porém a maior diversidade € encontrada no Brasil onde
ocorrem 14 espécies (Monteiro, 2024). A maior parte dos estudos para o género
concentra-se na taxonomia, levantamento de espécies, biogeografia e anadlise
filogenética (Monteiro, 2007; Monteiro, Silva e Secco, 2009; Bochorny, Monteiro e
Smidt, 2015; Martins et al., 2018; Santos e Silva, 2020 e Romero-Gonzalez et al., 2021).
Por outro lado sdo raros os estudos sobre sua ecologia da polinizagdo. O dnico trabalho
que caracterizou a biologia reprodutiva do grupo é o de Monteiro (2007), que evidenciou
a necessidade de um agente bidtico para polinizacdo efetiva das espécies de Galeandra,
ja que ndo foi observada a ocorréncia de polinizagdo espontdnea (autopoliniza¢do) na
maioria das espécies (exceto G. beyrichii Rchb. f.). Nessa pesquisa, observou-se que
metade das espécies ndo produziam néctar, embora tivessem caracteristicas melitéfilas,
como a presenca de nectdrio calcarado, aroma e guias de néctar (G. baueri Lindl, G.
beyrichii Rchb. f., G. blanchetii E. S Rand, G. cristata Lindl, G. santarenensis
S.H.N.Monteiro & J.B.F.Silva e G. styllomisantha (Vell) Hoehne). Com base nessa
constatacdo, Monteiro (2007) hipotetizou que as espécies de Galeandra seriam
polinizadas por engano, por abelhas. Estudos realizados por Ramirez et al. (2002, 2011)
levantaram uma hipétese alternativa de que as flores de Galeandra poderiam ser flores
que ofertam perfume como recompensa floral. Eles registraram visitas de abelhas do
género Euglossa spp. em flores de Galeandra, além de captura de machos de Euglossini
com polinérios de Galeandra spp. aderidos ao torax por meio de armadilhas de cheiro.
Porém, at¢é o momento nenhum estudo comprovou a polinizagdo de Galeandra por
abelhas Euglossa.

Observagdes preliminares sobre biologia floral de G. blanchetii em é4reas da
Amazo6nia Maranhense indicaram que machos e fémeas de abelhas Euglossa sejam os
polinizadores, uma vez que sd@o os mais compativeis morfologicamente com as flores
dessa orquidea. Portanto decidimos testar a seguinte hipétese: O ajuste mecanico e as
caracteristicas melitéfilas (fragrancia, formato tubular, guias de néctar, labelo vindceo e
calcar proeminente) e auséncia de néctar, garantem a Galeandra blanchetii um sistema
de polinizacdo por engodo alimentar combinado com a presenca de perfumes como
recompensa. Para isto, fornecemos um estudo detalhado com registros da fenologia,
sistema reprodutivo, morfologia, anatomia floral, comportamento dos visitantes florais e
ajuste mecanico da flor aos potenciais polinizadores, bem como a andlise da fragrancia

floral.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Interacao Planta-Polinizador

A interacdo entre plantas e animais possibilita uma das mais importantes funcdes
ecossistémicas, a polinizacdo, que influencia na composi¢do genética e abundancia da
maior parte das espécies vegetais com flores, sendo fundamental para a manutencdo da
biodiversidade (Kevan & Viana, 2003; Klein, 2007; Waser & Ollerton, 2006). Esta
fascinante interacao mutualistica instigou hipéteses de que plantas e polinizadores teriam
coevoluido, gerando assim interagdes especializadas (Rech et al., 2014). Nesse sentido,
conjuntos de tracos florais estariam associados as ordens especificas de polinizadores (por
exemplo, melitofilia relacionada a abelhas e cantarofilia a besouros), sendo essa a base
da teoria das sindromes de polinizagao (Faegri & Van Der Pijl, 1979; Fenster et al., 2004).

Um dos exemplos mais conhecidos da previsao de polinizadores foi realizado por
Darwin (1872) que, a partir de observacdes dos longos espordes da orquidea Angraecum
sesquipedale Thouars, inferiu que uma mariposa de probdscide longa correspondente ao
tamanho do espordo, seria o polinizador. Tal hipétese foi confirmada mais de um século
depois (Arditti et al., 2012). No entanto, esses mecanismos de especializagdo das
sindromes ainda geram debates, visto que, nem sempre se confirmam, além disso, ndo
sao suficientemente eficientes para descrever a grande diversidade de fendtipos existentes
ou prever os polinizadores (Brosi, 2016; Fenster et al., 2004; Memmott; Waser; Price,
2004; Waser et al., 1996; Ollerton et al. 2009). Pesquisas evidenciaram que cores
semelhantes de flores ndo atraem as mesmas assembleias de polinizadores (Reverté et al.,
2016), ou seja, nem sempre conjuntos de caracteristicas compartilhadas podem inferir o
polinizador, por isso € imprescindivel que o foco ndo seja a categorizagdo em generalista
ou especialista, mas que o processo seja visto de maneira dindmica, possibilitando auxiliar
em novas compreensdes das interacdes planta-polinizador (Bascompte; Jordano &
Olesen., 2006; Memmott; Waser & Price, 2004).

Nesse sentido, alguns critérios s@o utilizados para classificar um visitante como
polinizador de uma espécie: 1. possuir ajuste morfolégico com a flor visitada; 2. ter
frequéncia de visitas legitimas e; 3. realizar a transferéncia de pdlen para o estigma
(Alves-dos-Santos, 2016). Diante da diversidade de angiospermas disponiveis no
ambiente, animais forrageadores precisam escolher quais espécies visitar. Nesse ponto, a
flor desempenha o papel de estimular o aparato sensorial e a cogni¢do dos polinizadores,

por meio dos atrativos florais, que sinalizam a presenga de algum recurso, como cor, guias
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de néctar, fragrancias, morfologia, tamanhos das flores e em casos especificos através de
sinais acusticos e até mesmo campos eletromagnéticos (Clegg, Hecht & Macintyre, 2000;
Chicas-Mosier et al., 2020; Gonzalez-Terrazas et al., 2016; Muchhala, 2007; Schiiffler et
al., 2015; Shrestha et al., 2013; Sprengel, 1793).

Os sinais florais ndo servem como recompensa, exceto nas ditas “flores de
perfume” (Vogel, 1966), nas quais as fragrancias florais sido utilizadas por abelhas
euglossine machos, nas exibi¢des durante o acasalamento (Bisrat & Jung, 2022; Brandt
et al., 2021; Dressler, 1968; Etlz, 2003; Milet-Pinheiro et al., 2021; Pokorny et al., 2017;
Teichert et al., 2009). As recompensas ou recursos florais sdo todo e qualquer
componente da flor que € utilizado por animais, e, em fung¢do disso, asseguram
frequéncias de visitas repetidas que podem levar a polinizacdo e otimizar a fecundagdo
(Johnson et al., 2003; Makino & Ohashi, 2017). Os recursos que as flores podem oferecer
sdo geralmente classificados em nutritivos (pdlen, néctar, lipideos e tecidos florais) e ndo-
nutritivos (resinas, ceras e fragrancias), que sdo utilizados para constru¢cao de ninhos,
locais de abrigo ou para a atracdo sexual (Rech et al., 2014; Seymour, White & Gibernau,
2003).

O néctar e o pdlen sdo os tipos de recursos mais predominantes na natureza
utilizados por uma diversidade de animais (Patiny, 2011; Percival, 2013; Rouston &
Cane, 2000). As interacdes com o0s polinizadores sdo influenciadas ndo apenas pela
quantidade do néctar, mas também pela sua acessibilidade (Brzosko & Mirski, 2021). A
presenca dele aumenta a frequéncia de visitas dos polinizadores e a sua eficiéncia
(Ackerman et al., 1994; Jersakova & Johnson, 2006; Jersakova et al., 2008). Embora a
polinizacdo seja considerada uma relagdo benéfica para as espécies envolvidas, existem
casos em que os atrativos sdo utilizados para “enganar” o polinizador, atraindo-os para
flores sem recursos, sendo essa relacdo classificada como polinizagdo por engodo ou
engano (Ackerman, 1986; Borba & Braga, 2003; Jersdkova; Johnson & Kindlmann, 2006;
Nunes et al., 2017; Proctor & Lack, 1996; Van der Kooi et al., 2021).

Estudos que integrem a fenologia, a biologia floral e da polinizac¢do sdo essenciais
para uma melhor compreensao das estratégias reprodutiva das plantas, visto que diversos
fatores ambientais podem interferir nesse processo (Rech et al., 2014). A fenologia, por
exemplo, ¢ influenciada especialmente por fatores abidticos (Cortés-Flores et al., 2017),
os quais podem afetar os sinais florais e as recompensas, podendo comprometer o sucesso
reprodutivo das plantas e o suprimento de alimento para os polinizadores (Descamps;

Quinet & Jacquemart., 2021; Kudo; Ida & Tani, 2008; Newstrom, Frankie & Baker, 1994;
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Rech et al., 2014), sendo seu estudo cada vez mais importante no cendrio de mudangas

climéticas globais.

2.2. Caracterizacao da Familia Orchidaceae

A familia Orchidaceae pertence a ordem Asparagales, a maior entre as Liliopsida
(Chase et al., 2015), com mais de 28.000 espécies (WFO, 2024), distribuidas nas
subfamilias: ~ Apostasoidae, Cypripedioideae, Orchidoideae, Vanillodeae e
Epidendroideae (Fig. 1), sendo esta tiltima a maior e mais diversificada, com mais de 500

géneros (Lu; Liu & Lan, 2019; Stevens, P. F, 2024).

Figura 1. Filogenia da familia Orchidaceae, com seus respectivos géneros, subtribos, tribos e subfamilias
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Fonte: Givinish et al., 2015

As orquideas podem ser encontradas em todos os continentes € nos principais
grupos de ilhas continentais e oceanicas (Taylor ef al., 2021), estando ausentes apenas

nas regides polares e desérticas (Chase, 2005). No entanto, a maior parte das espécies
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tende a ter distribuicdes restritas € pequenos tamanhos populacionais (Dressler, 1981;
Otero; Bayman & Ackerman., 2005).

Devido ao esplendor de suas flores, as orquideas sao utilizadas amplamente na
ornamentacio (Hinsley et al., 2018). Além disso, por conter uma gama de metabdlitos
secunddrios, possuem uso medicinal e na industria alimenticia (Barragdn-Zarate et al.,
2020; Bulpitt et al.,2007; Misra et al., 2023; Paudel et al., 2016; Sut & Dall'Acqua, 2017).
Considerando a ampla distribuicdo do grupo, uma série de estratégias adaptativas na
morfologia e fisiologia possibilitaram a ocupacdo em diferentes habitats (Chase et al.,
2005; Dressler, 1981; Dressler, 1993). As raizes das orquideas sdo secunddrias ou
adventicias (Dressler, 1993; Stern, 2014), desempenham funcdo de ancoragem ao
substrato e absor¢do de nutrientes, e, algumas espécies (principalmente epifitas) possuem
o velame, composto por um tecido esponjoso formado por células mortas que auxiliam
na absorcao de agua (Pridgeon, 1987; Zotz & Winkler, 2013 ). Estudos recentes apontam
que esta estrutura também pode funcionar como protetor UV-B para as raizes (Chomicki
etal.,2015).

A maior parte das espécies da familia (ca.69%) sdo epifitas (Zotz, 2013), porém
também apresentama outras formas de vida como terrestre, hemiepifita, rupicolas e
micohetetréficas (Flora e Funga do Brasil, 2024). Podem apresentar o crescimento
monopodial (a partir de uma mesma gema apical) ou simpodial (decorrido da substituicao
da gema ao longo do tempo). Em espécies monopodiais, o caule € uma estrutura alongada
com folhas e nas simpodiais comumente € subdividida em rizoma e caule secundério
(Dressler, 1993), sendo este, muitas vezes constituido de um o6rgdo de reserva

denominado pseudobulbo (Fig. 2. A) (Goh & Kluge, 1989; Yong & Hew, 1995).

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de Orchidaceae apontadas em Galeandra blanchetii Lindl. (A)
Haébito epifita, pseudobulbo e crescimento simpodial; (B) Inflorescéncia; (C) Perianto trimero; (D) Coluna

ou ginostémio; (E) Polinea; (F) Fruto capsular deiscente.
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Os pseudobulbos podem ser heterobldsticos, quando possuem entrends com
tamanhos diferentes, sendo um mais desenvolvido que os demais, (ex. Cattleya Lindl.)
ou homoblésticos, quando compostos por entrends de comprimentos semelhantes (ex.
Dendrobium Sw.) (Dressler, 1981). Além dos pseudobulbos, algumas espécies podem
apresentar as folhas mais crassas, bem como o metabolismo 4cido das crassuldceas ou
CAM que auxilia na reducdo da perda de agua (Liittge, 2004; Motomura et al., 2008; Ng
& Hew, 2000). As folhas podem ser alternas espiraladas ou disticas (Dressler, 1960;
Dressler 1993). As orquideas possuem inflorescéncia terminal ou lateral, sendo
principalmente dos tipos racemo ou panicula, embora diversas outras organizac¢des das
flores também existam e em alguns casos a inflorescéncia pode ser reduzida a apenas uma

flor (Fig. 2. B) (Dressler, 1960; Dressler 1993; Schultes, 2013).
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As flores sao diclamideas, zigomorfas e com perianto trimero (trés pétalas e trés
sépalas), sendo uma pétala modificada denominada de labelo (Fig. 2. C) (Dressler, 1993;
Mondragén-Palomino & Theiflen, 2009). Na maioria das vezes sao hermafroditas, tendo
o gineceu e o androceu fusionados em uma estrutura conhecida como coluna ou
ginostémio (Fig. 2. D) (Dressler, 1993; Rudall & Bateman, 2002). Excecdes existem nas
subtribos Eulophiinae, Catasetinae e Satyriinae que apresentam flores, que embora
possuam colunas, apenas um dos sexos € vidvel (Huang et al., 2009; Pannell, 2009;
Suetsugu, 2020). O pdlen geralmente é aglutinado em polineas que sdo retiradas pelos
polinizadores (Fig. 2. E).

No que diz respeito ao sistema reprodutivo, as orquideas possuem mecanismos
que favorecem a alogamia (polinizacdo cruzada), como o rostelo bem desenvolvido,
formando uma barreira fisica impedindo a deposi¢cdo do polindrio na mesma flor
(Gamisch et al., 2014). Outro mecanismo conhecido € a protandria, no qual as flores
recém abertas funcionam primeiro como doadores de pdlen e o estigma apresenta-se nao
receptivo por determinado tempo, com exemplos registrados na subtribo Spiranthinae
(Singer, 2002) e Satyriinae (Jersakova & Johnson, 2007). Quando o contrario acontece é
chamado de protoginia, observada em algumas espécies de Oncidiinae (Singer &
Koehler, 2003). Ainda pode ocorrer a auto-incompatibilidade devido a fatores genéticos,
sendo esses mais raros (Tremblay et al., 2005).

Apesar de ca. 76% ser dependente de polinizadores, a maior parte das orquideas
sdo autocompativies (e autdgamas), ou seja, podem ser fecundadas por seu proprio pdlen
(Ackerman et al., 2023). Esses casos podem ocorrer através de fatores abidticos, como
exemplo em Cyrtopodium flavum Link & Otto ex Rchb.f., na qual gotas de chuvas entram
em contato com a substancia adesiva do estigma, tornando-as viscosas e através da
evaporacao inflam as anteras resultando na movimenta¢do do polindrio para a superficie
estigmética (Pansarin; Pansarin & Sazima, 2008). A fecundac¢do da flor também pode
ocorrer sem auxilio dos fatores abidticos e bidticos, como em Holcoglossum amesianum
(Rchb.f.) Christenson., na qual a rotagdo da flor posiciona a antera contra a gravidade em
360° para inserir o pélen em seu proprio estigma (Liu e al., 2006), ou ainda com a
redu¢do da membrana do rostelo possibilitando o maior contato entre o fluido estigmético
e as polineas (Suetsugu, 2013), e em outros casos pode ocorrer mesmo tendo o rostelo,
como em Vanilla palmarum (Salzm. ex Lindl.) Lindl. (Pansarin & Ferreira, 2022).

Os frutos também podem ser formados por uma via menos comum, a apomixia

(assexuada), a partir de 6vulos ndo fertilizados. Essa estratégia geralmente ocorre por via
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facultativa quando a poliniza¢do é limitada, como ocorre em Satyrium ciliatum Lindl.
(Huang et al., 2009) e em Zygopetalum mackayi (Kunth) Garay (Campacci et al., 2017).
No entanto, existem relatos raros como apomixia obrigatéria ocorrendo nos géneros
Corunastylis Fitzg. (Sorensen et al., 2009), Zeuxine Lindl. € Rhomboda Lindl (Xiao et

al., 2021), sendo a principal estratégia reprodutiva dessas plantas.

2.3. Recursos florais em orquideas: recompensa ou engodo?

Dentre as recompensas que as flores das orquideas oferecem, o néctar é a mais
comum (Ackerman et al., 2023), sendo secretado em glandulas chamadas de nectérios.
Estas estruturas podem ocorrer em toda a parte aérea da planta (Roy et al., 2017), e o
néctar € constituido de uma solugcdo aquosa composta principalmente por sacarose,
glicose e frutose (Percival, 1961), podendo conter também metabdlitos secunddrios
(Stevenson; Nicolson & Wright, 2017), aminodcidos (Baker & Baker, 1986) e sais
(Hiebert & Calder, 1983). Os nectdrios podem ser extraflorais, quando ndo estdo
localizados nas flores, e florais quando ocorrem nas flores. Estes tltimos podem ser
divididos com relacao a func¢do, sendo os nupciais aqueles relacionados com a polinizagao
e extranupciais 0s que ndo sdo relacionados com a polinizacao (Tolke et al., 2020). Os
nectarios florais geralmente compreendem uma epiderme, um parénquima nectario e um
parénquima subnectdrio (Tolke et al., 2020). Nas orquideas sdo encontrados
frequentemente no labelo, além das pétalas e sépalas (Dressler, 1993). Os nectérios
extraflorais e extranupciais sdo constantemente relatados com associacao facultativa com
formigas na defesa da herbivoria (Almeida & Figuereido, 2003; Fisher, 1992; Martins,
2009).

Os principais agentes polinizadores em orquideas nectariferas sao mariposas
noturnas da familia Nymphalidae, Noctuidae, Sphingidae e Erebidae (Figura 3.E)
(Johnson, 1997; Luyt & Johnson, 2001; Koopowitz & Marchant, 1998; Nilsson et al.,
1992; Nilsson & Rabakonandrianina, 1988; Peter et al., 2009; Singer et al., 2007; Steen,
2012), borboletas da familia Nymphalidae, Hesperiidae e Pieridae (Aguiar et al., 2012;
Balducci, 2019), abelhas do género Bombus (Latreille, 1802), Centris (Fabricius, 1804),
Eulaema (Lepeletier, 1841), Euglossa (Latreille, 1802) e Xylocopa (Latreille, 1802), que
forrageiam o néctar e polinizam as flores (Adit et al., 2022; Albuquerque et al., 2021;
Buzzatto et al., 2022; Jiirgens et al., 2009; Watteyn et al., 2023). Existe também o registro
de aves, como por exemplo beija-flores (Neubig et al., 2015, Pansarin & Ferreira, 2022).

O estudo recente realizado por Brzosko & Mirsky (2021) apontou que as maiores
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concentracdo de agucares € encontrada em orquideas polinizadas por abelhas, enquanto
as polinizadas por pédssaros € mariposas possuem concentracaio menor.

O pdlen também € registrado como recompensa, como em Psilochilus Barb.Rodr.
(Pansarin & Amaral, 2008). Em algumas espécies os tricomas podem conter corpos
proteicos com amido e formar pseudopdlen, como ocorre em Maxillaria Ruiz & Pav e
Polystachya Hook., que sdo coletados por abelhas como recompensa nutritiva (Davies &
Turner, 2004), enquanto outras podem apresentar 6leos comestiveis como ocorre em
Grobya Lindl (Pansarin et al., 2009). Assim como néctar, 6leos, tricomas e pdlen, as
orquideas podem oferecer substancias nao nutritivas como recompensas. Como exemplo
podemos citar as resinas encontradas principalmente em membros do subtribo
Maxillariinae (Blanco et al., 2007; Davies & Stpiczynska, 2006; Flach et al., 2004; Krahl
et al., 2019; Singer et al., 2004). Abelhas podem utilizar essas resinas para construgdo de
ninhos, uma vez que tem acdo hidrofébica e também podem conter compostos
antimicrobianos (Armbruster, 1984; Lokvam & Braddock, 1999). Outro exemplo sdo os
6leos, como demonstrado em membros de Oncidiinae polinizados por abelhas solitdrias
(Castro & Singer et al, 2019; Pansarin & Pansarin, 2011; Pansarin et al., 2021;
Stpiczynska & Davies, 2008; Whitten, Williams & Chase, 2000) e no género
Pterygodium (Figura 3. C), polinizado por fémeas de abelhas que coletam 6leo no
apéndice labial (Pauw, 2006).

Por fim, outro recurso ndo nutritivo sdo as fragrancias florais, que sdo uma mistura
de moléculas organicas voldteis de baixo peso molecular e altamente lipofilicos (Tholl e?
al., 2006). Estas fragrancias sdo produzidas em glandulas denominadas osméforos
(Vogel, 1963). O corante vermelho neutro é frequentemente utilizado para identificar
osmoforos (Arévalo-Rodrigues et al., 2021; Kettler et al., 2019; Kowalkowska et al.,
2018; Stpiczynska, 2001), no entanto, Paiva et al. (2019) sugere o uso desse corante em
combinacdo com outros complementares, visto que, este pode acabar detectando outras
células ativas e resultar em falsas suposi¢oes da localizacdo dos osméforos. Além disso,
a presenca de uma cuticula cerosa pode impedir a penetracdo do reagente, como ocorre
em Gongorra bufonia Lindl. (Adachi; Machado & Guimaraes, 2015). Uma alternativa é
utilizar o reagente NADI (David & Carde, 1964; Reposi et al., 2021) para detec¢ao de
terpenos, que sao uns dos componentes de compostos volateis. No entanto, para verificar
a presenca dos demais componentes quimicos com precisdo € recomenddvel a
cromotagrafia gasosa — espectrometria de massa (CG-MS) (Durareva & Pichersky, 2006).

Os osmoforos geralmente sdo encontrados no labelo, mas podem ocorrer nas
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pétalas, sépalas, tricomas secretores e epitélio glabro, bem como em outras partes das
flores (Vogel, 1963; Effmert et al., 2006; Ptachno, et al., 2016). Possuem células com
citoplasma denso, com presenca de amido e alto nimero de mitocondrias, caracteristicas
relacionadas com tecido de atividade metabdlica alta (Fahn, 2000). Podem também ser
formados por apenas uma camada de células epidérmicas, com tricomas uni ou
multicelulares, ou ainda com vérias camadas de células (Vogel, 1990).

A caracterizagdo da fragéncia floral € feita predominantemente a partir de métodos
de headspace dindmico com filtros adsorventes para reter os compostos organicos volateis
(Knudsen & Tollsten, 1993; McGee & Purzycki, 2001), que posteriormente sao extraidos
para andlise por meio de cromatografia gasosa e identificados por meio de espectrometria
de massa (Brandt et al., 2020; Pichersky; Dudareva, 2020). E importante também a
verificacdo das taxas de emissdo de odor ao longo do dia para compreender a interagdo
destes com o polinizador (Chapurlat et al., 2018). Nas orquideas sdo encontrados
terpendides, monoterpenos, sesquiterpenos, dcidos graxos, alifdticos, ésteres, éteres,
arométicos e fenilpropandides (Brandt et al., 2020; Edens-Meier & Bernhardt, 2019; Mus
et al., 2020; Tholl et al., 2006). A abundancia de compostos varia a depender do tdxon,
como por exemplo em Gongora Ruiz & Pavon sdo encontrados mais de 80 volateis
(Casique et al., 2021), e em Phalaenopsis bellina Rchb.f. mais de 60 compostos voléteis
foram detectados (Mus et al., 2020). Além disso, as fragrancias florais podem variar entre
flores estaminadas e pistiladas, como ocorre em Catasetum arietinum, F. E. L. Miranda
& K. G. Lacerda na qual as flores pistiladas emitem mais volateis (Brandt ez al., 2020)

Os machos de abelhas euglossine (Euglossini: Apidae) sdo conhecidos por coletar
perfumes florais. Para isso fazem uso de estruturas especializada em suas pernas, com
pelos densos nas pernas anteriores que escovam a superficie onde o perfume € produzido.
Posteriormente, estes perfumes sdo transferidos para o basitarso médio, e por fim, os 6leos
volateis sdo armazenados em bolsas tibiais posteriores (Dressler, 1982; Kimsey, 1984;
Etlz et al., 1999; Eltz; Sager & Lunau., 2005). Esses volateis sao utilizados pelos machos
durante as exibicdes, atraindo outros do mesmo sexo e facilitando a localizacdo de sitios
de acasalamento. Além disso, machos com odores mais complexos t€m maior chance de
copular com as fémeas, influenciando assim na selecdo sexual (Henske et al., 2023). Os
estudos dessa relagdo sao feitos a partir de investigagdes de respostas eletrofisioldgicas
das antenas das abelhas para constatar quais compostos desencadeiam a despolarizacio,
inferindo assim o potencial de atratividade (Brandt et al., 2020; Pokorny et al., 2017;

Zimmerman et al., 20006).
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Figura 3. Exemplos de estratégias de polinizacdo de orquideas. (A) Abelha Euglossa sp coletando
fragrancia e polinizando uma espécie de Gongora. (B) Engodo sexual em Caladenia crebra polinizada por
engano sexual por vespa Campylothynnus flavopictus. (C) Rediviva brunnea coletando 6leo em flor de
Corycium nigrescens. (D) Drakaea glyptodon € polinizada por engano sexual da vespa Zaspilothynnus
trilobatus com imitacdo de uma mistura de feromonios sexuais de pirazina. (E) Coletora de néctar mariposa
em Disa crassicornis. (F) Mimetismo de local de ovoposicdo em Gastrodia similis por moscas

Scaptodrosophila.

Fonte: Adaptado por Phillips, Reiter & Peakall (2020). Autorias das fotografias: (A) Santiago Ramirez.
(B): Rod Peakall. (C) Michael Whitehead, (D) Rod Peakall, (E) Michael Whitehead., (F) Fotografia:
David Caron.

A maior parte dos exemplos de perfumes como recompensa em Orchidaceae sdo
encontrados na subtribo Catasetinae (Carvalho & Machado, 2002; Nunes et al., 2017;
Williams & Dodson, 1972). Ao contrario das orquideas perfumadas, que dependem
exclusivamente das abelhas macho para polinizacdo, as abelhas ndo dependem
exclusivamente das orquideas, pois podem coletar perfume em flores de muitas outras
familias e em vdrias fontes naturais, como folhas, resinas, cascas de arvores, fungos e até
mesmo fezes (Dressler, 1982 ; Whitten et al., 1993 ; Zimmerman et al., 2009).

A polinizagdo por engodo € comum em Orchidaceae e pode variar desde o
alimentar, sexual ou generalizado. Um exemplo intrigante de engodo alimentar € o
mimetismo de Dracula lafleurii Luer & Dalstrom, que possui o labelo semelhante a um
cogumelo e tém composto volatil que estd associado a fungos; o conjunto desses
caracteres visuais e olfativos garantem a polinizagdo por moscas drosdfilas (Policha et
al., 2016). O mimetismo de flores melitéfilas ocorre em Pseudolaelia Porto & Brade e

Cyrtopodium R. Br, que mimetizam flores amarelas produtoras de 6leo e pélen (Borba &
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Braga, 2003; Pansarin; Pansarin, Sazima., 2008). Existe também o engodo sexual, como
¢ comum no género de orquideas européias Ophyrs L., que possui fragrancias similares
aos feromoOnios sexuais de fémeas virgens de abelhas solitarias (Schiestl et al., 2000), e
Drakaea glyptodon Fitzg que contém misturas que mimetizam feromonios de vespas
Thynnine machos (Figura 3. D), que estimulam o pouso e a tentativa de cépula por parte
dos machos co-especificos. Esse mecanismo também € observado no género Caladenia
R.Br com semioquimicos (Figura 3. B) e em Disa forficaria Bolus com besouros atraidos
por composto que ocasiona o comportamento copulatério (Bohman et al., 2018; Cohen
et al., 2021; Peakall, 1990).

Hé exemplos de engodo por morfologia similar aos locais de oviposi¢dao, como na
orquidea Gastrodia similis Bosser (Figura 3. F), que possui perfume semelhante a frutas
podres, atraindo espécie de mosca drosofila (Martos et al., 2015) e locais de abrigo, como
ocorre no género Serapias L, que atraem abelhas dos géneros Eucera (Scopoli, 1970)
Andrena (Fabricius, 1775), Osmia (Panzer, 1806) e Tetralonia (Spinola, 1838),
principalmente em dias nublados (Dafni et al., 1981), podendo aumentar a chance de
polinizacdo. Apesar do fendmeno ser generalizado na familia € necessario cautela, pois a
estimativa de que um ter¢o das espécies possuam polinizacdo por engodo pode levar a
inferéncias errOneas, uma vez que investigacdoes vém demostrando presenca de recursos
em espécies previamente consideradas com flores de engodo (Reiter et al., 2019; Shrestha

et al., 2020).

2.4. Mecanismo de Polinizacao da Subtribo Catasetinae

A subtribo Catasetinae possui distribuicio na América tropical e subtropical
(Chase et al., 2015; Dressler, 1993; Martins et al., 2018; Pérez-Escobar et al., 2017),
porém com maior diversidade na América Central e Amazonia (Pridgeon et al., 2009),
integrando oito géneros: Catasetum Rich ex Kunth, Clowesia Lindl., Cyanaeorchis
Barb.Rodr., Cycnoches Lindl., Dressleria Dodson, Galeandra Lindl., Grobya Lindl. e
Mormodes Lindl. (Batista et al., 2014, Romero & Pridgeon 2009). Devido a diversidade
de mecanismos reprodutivos na subtribo, esta € apontada como excelente modelo para
estudos de evolucdo dos sistemas sexuais e sindromes de polinizagdo (Pansarin & Maciel,
2017; Pérez-Escobar et al., 2017).

Apesar do recurso mais comum nas orquideas ser néctar e polen, nas Catasetinae

o mais comum € a oferta de perfumes (Tabela 1), sendo o principal recurso e meio de
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interacdo com o polinizador, auxiliando no seu sucesso reprodutivo mesmo em espécies
com baixa densidade populacional (Mitko ef al., 2016). A maioria dos seus membros sdo
polinizadas por abelhas da tribo Euglossini (Apidae) (Dodson, 1962; Dodson 1975;
Dressler, 1981; Williams; Whitten, 1983; Gerlach & Schill, 1991; Hills, 2012). Os
perfumes sdo coletados por abelhas Euglossini machos (Van Der Pijl & Dodson, 1966),
sendo estes os polinizadores mais importantes (Carvalho & Machado, 2002; Dressler,
1982; Nunes et al., 2017; Williams & Whitten, 1983), embora existam registros de
polinizacdo por abelhas das tribos Tapinotaspidini (Mickeliunas; Pansarin & Sazima,
2006), Exomalopsini, Xylocopini, Augochlorinae, Anthidiini e Megachilini. (Pansarin &
Maciel, 2017) e até besouros curculionideos (Pansarin & Maciel, 2017). Os machos de
abelhas Euglossini, escovam na drea onde a fragrancia € produzida usando os tarsos
frontais e assim lancam-se no ar e transferem a fragrancia floral coletada para as tibias
posteriores (Dressler, 1982). As bolsas tibiais posteriores especializadas possibilitam o
armazenamento de substdncias voldteis por longos periodos acumulando misturas
complexas de perfumes (Bisrat & Jung, 2022; Eltz et al., 2005; Zimmermann et al., 2009).

As primeiras observacdes envolvendo esse sistema de polinizacdo por fragrincias
das Catasetinae (Tabela 1) s3o relatos publicados para Catasetum, Mormodes (Darwin,
1877) e Cycnoches (Allen, 1952). No entanto, espécies de Catasetum sao as mais
investigadas quanto a sua histéria natural, tendo relatos de polinizacdo geralmente
envolvendo poucas (2-3) espécies de Euglossini (Dodson, 1962; Hills, Williams &
Dodson, 1972; Hills, 2012; Milet-Pinheiro et al., 2018; Nunes et al., 2017) e por machos
efetuando coleta nas flores de ambos os sexos (Milet-Pinheiro ef al., 2015; Murren, 2002).
Nesse género encontra-se um curioso caso do acionamento de um mecanismo similar a
uma “catapulta” nas flores masculinas, que ocasiona a fixa¢ao do polindrio ao corpo da
abelha. Quando a mesma, posteriormente, entra no labelo de uma flor feminina para
coletar perfume o polindrio € inserido na fenda estigmatica, resultando na polinizacdao

(Romero & Nelson, 1986; Williams & Dodson, 1972).

Tabela 1. Tecidos secretores e polinizadores em orquideas Catasetinae. *= Polinizador desconhecido.

Estruturas Espécie Polinizadores Referéncia
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secretoras
Mormodes lineata Euglossa viridissima Damon & Roblero (2007).
Bateman ex Lindl. (Friese, 1899)
Catasetum uncatum Euglossa Milet-Pinheiro et al. (2015)
Rolfe nanomelanotricha
Osmoforos (Nemésio, 2009)

C._cernuum (Lindl.)
Rchb.f.

Eufriesa violacea

(Blanchard, 1840)

Nunes et al. (2017)

Catasetum arietinum Euglossa Brandt et al. (2020)
F.E.L.Miranda & nanomelanotricha
K.G.Lacerda (Nemésio, 2009) e
Euglossa securigera
(Dressler, 1982)
Cycnoches * Van Der Cingel (2001)
chlorochilon Klotzsch
Ceratina (Crewella) sp Pansarin & Maciel (2017)

(Cockerell, 1903),
Augochloropsis sp
(Cockerell, 1897),
Anthodioctes sp
(Holmberg, 1903),
Megachile sp (Latreille,
1802), Exomalopsis
fulvofasciata (Smith, 1879)

Osmoforos e
tricomas
comestiveis

Cyanaeorchis
arundinae (Rchb.f.)
Barb.Rodr

Mickeliunas et al (2006) e
Pansarin et al. (2009)

Elaiéforos e
osmoéforos

Paratetrapedia fervida
(Smith, 1879), Montella sp
(Bondar, 1948)

Grobya amherstiae
Lindl

Outro tipo de mecanismo incomum € a “bees-knees pollination” durante coleta de
compostos volateis em Clowesia encontradas no México e América Central, onde
espécies de Fulaema empurram as pernas dianteiras nas cavidades do ldbio da flor e
deslocam o polindrio com o fémur da perna dianteira, ficando o viscido entdo preso acima
dessa articulacdo (Aguirre-Leén, 1979; Dodson, 1975). Do mesmo modo, perfumes
florais relacionados com atratividade de abelhas sdo identificados em Cycnoches e
Dressleria. Por exemplo, Cycnoches aerum é polinizada por Eulaema nigrita (Lepeletier,
1841) (Dressler, 1968) que € atraida geralmente pelos compostos terpenodides, cineol e
linaol (Williams & Dodson, 1972). Em Dressleria existem relatos de poliniza¢cdo também

por Euglossa e presenca de fragrancia agradavel (Dodson, 1975; Hills, 2012).
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Por outro lado, algumas espécies oferecem outro recurso além da fragrancia, como ocorre
na espécie Cyanaeorchis arundinae (Rchb.f.) Barb.Rodr, que possui pelos alimentares
como recompensa (Tab.1), sendo polinizada por abelhas que coletam os tricomas
comestiveis (Pansarin & Maciel, 2017) e em Grobya amhertiae polinizada por besouros
do género Montella (G.Bondar, 1948) (Mickeliunas et al., 2006) e por fémeas de abelhas
Paratetrapedia fervida (Smith, 1879) (Anthophoridae), que coletam 6leos produzidos em
estruturas denominadas por Vogel (1988) de elai6foros (Tab. 1). Tal secrecdo pode
ocorrer no epitélio (conjunto de células epidérmicas glandulares com fina cuticula), em
tricomas (glandulares), ou ainda de ambas as formas (Pansarin; Mickeliunas & Sazima,
2009). Os elaidforos nessa espécie ndo produzem apenas dcidos graxos, mas também
mucilagem &cida que, adicionada ao dleo, torna a secrecao fluida e facilita a coleta pelas
abelhas (Pansarin; Mickeliunas & Sazima, 2009). Até o momento, estudos relacionados
com a deposi¢do do polindrio em Catasetinae indicam que a condicdo ancestral era de
adesdo a porcdo dorsal do térax do polinizador (Fig. 4), como observado nos géneros
Cyaneorchis, Grobya, Galeandra e Mormodes. No entanto, essa caracteristica foi perdida
cinco vezes na evolucdo do grupo em Catasetum (para a regido ventral do tdrax),
Clowesia (aderido a regido da cabeca ou ocorrendo nas pernas dianteiras), Cynoches (no
apice do abdomen) e em Dressleria (para a regido ventral do térax) (Tamayo et al., 2022).
Dentre os géneros de Catasetinae, os mais carentes de estudos de biologia reprodutiva sao
Mormodes, Cycnoches e Galeandra, nesse ultimo observacoes do sistema de polinizagdo
sdo ainda mais escassas, com apenas estudos pontuais que sugerem que o engano de

néctar estd envolvido (Whitten; Neubig & Williams, 2013).
Figura 4. Filogenia de Catasetinae. As vicaridncia (quadrados pretos) e dispersdo (quadrados verdes).

Apresenta a reconstrucio dos estados ancestrais da deposi¢do do polindrio nos géneros.
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2.5. O género Galeandra

Galeandra foi proposto por Lindley (1832) com base em uma planta coletada em
Caiena na Guiana Francesa. A espécie foi nomeada com base em duas caracteristicas
morfologicas do formato da antera, sendo o nome do género composto por “galea” que
significa parte da casa e “andro” a casa dos homens (Monteiro, 2007). Pertence a
subfamilia Epidendroideae e subtribo Catasetinae, e inclui 18 espécies terricolas e/ou
epifitas (Batista et al., 2014; Monteiro et al., 2010). A maior parte de suas espécies €
encontrada na América Central e na América do Sul (Tropicos, 2024). Porém, o Brasil é
o centro de diversidade, com 14 espécies, das quais trés sao endémicas (Monteiro, 2007;
Monteiro, 2024). Ocorre nos dominios fitogeograficos da Amazodnia, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica e Pampa (Monteiro, 2024). As epifitas sdo encontradas geralmente em
matas ciliares, frequentemente crescendo em foréfitos da familia Arecaceae e as terrestres

encontram-se em solos arenosos e imidos do dominio Cerrado (Fig. 5, A-B-C) (Monteiro;

Silva & Secco, 2009).
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Figura 5. Morfologia geral das espécies de Galeandra. A. Pseudobulbo fusiforme (G. baueri Lindl). B.
Pseudobulbo cdnico-ovéide (G. blanchetii E.S.Rand). C: Pseudobulbo ovéide (G. montana Barb.Rodr). D:

Espécie de hébito terrestre (H. Inflorescéncias (G.styllomisantha (Vell.) Hoehne), E: hdbito terrestre

(G.beyrichii Rchb.f ), F: hébito terrestre (G.baueri Lindl).

N
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e

Fonte: Fotografia de Danna Lizeth Guevara Prieto (A); Fotografia de M.Pignal (B); Fotografia de Julien
Piolain (D); Fotografia de Ismael Cortés Casanova (E); Fotografia de Apipa (GBIF, 2024); (C) Monteiro
(2007);

As folhas sdo dispostas disticamente ao longo do pseudobulbo, sdo simples,
cartdceas, paralelinérveas, lineares ou oblanceoladas, com margens inteiras, superficies
glabras, dpice agudo, com bainhas invaginantes. Nas plantas epifitas ha uma articulacdo
entre a base da lamina e a bainha que estd ausente nas espécies terrestres, e estd
relacionada com a queda foliar. Os pseudobulbos das espécies epifitas possuem formato
fusiforme, alongado e as terrestres possuem pseudobulbos ovdides e curtos (Monteiro,
2007).

As inflorescéncias sdo terminais, geralmente racemos, raramente paniculas.
Podem conter de uma a varias flores, com pedinculo coberto por bracteas (Fig. 5, D-EF).
As flores de Galeandra sao hermafroditas, as pétalas sdo mais largas que as sépalas,

apesar de geralmente apresentarem a mesma coloracao (Monteiro, 2007). O labelo é
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distinto das outras pétalas pela coloracdo e morfologia, e possui cdlcar proeminente (Fig.

6, em destaque).

Figura 6. Caracteristicas morfoldgicas reprodutivas das Orchidaceae, exemplificadas na Galeandra.

e §épala dorsal

e Pétalas

§ \‘ Y .~ Scpalas laterais
\ / . Calcar
'
e m——— P T [3)
Antera .: T
Cavidade estigmatica i i
Coluna

Fonte: Fotografias de [sis Meri Medri (GBIF, 2024); Autora e Monteiro (2007).

As flores apresentam indumento formado por tricomas simples, unicelulares,
curtos e/ou longos (Figura 7, B-C). As flores podem variar de brancas, amarelas, verdes,
rosadas e vindceas. O centro do labelo é composto de duas a quatro carenas (Figura 7, A),
(Monteiro, 2007). A coluna € envolvida pelo labelo e assemelha-se a uma clava, ereta ou
semi-encurvada. Na maioria das espécies a coluna é completamente branca, mas também
pode apresentar projecdes basais, que sdo pequenos circulos vindceos proeminentes ou

reduzidos.

Figura 7: Detalhes das carenas e dos tricomas. A: Tricomas unicelulares sobre as carenas (G. cristata
Lindl). B: Detalhe do tricoma unicelular (G. cristata Lindl). D: Carena claviforme (G. santarenensis

(S.H.N.Monteiro & J.B.F.Silva).
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Fonte: Adaptado de Monteiro (2007)

Os polinizadores envolvidos com a reproducdo sdo desconhecidos, apenas
algumas observagdes pontuais de polindrios no corpo de abelhas Euglossini que s@o na
maioria das vezes coletoras de fragrancias florais (Pearson & Dressler, 1985; Ramirez;
Dressler & Ospina, 2002; Ramirez et al., 2011) e abelhas Anthophoridae provavelmente
em busca de néctar (Chase & Hills, 1992, Romero-Gonzalez & Warford, 1995). No
entanto, estudos preliminares nido detectaram a presenca de nenhuma substancia
acucarada no célcar (Monteiro, 2007).

De fato, o modo como as espécie de Galeandra atraem os polinizadores ainda é
um enigma a ser solucionado, frequentemente supde-se o mecanismo de engodo
(Monteiro, 2007; Whitten et al., 2013; Martins et al., 2018). Embora existam relatos de
fragrancias suaves em algumas representantes do género (Monteiro, 2007), apenas um
unico estudo da fragrancia foi realizado até o momento, em Galeandra minax Rchb.f,
revelando compostos atrativos associados as abelhas machos Euglossini (Gerlach &

Schill, 1991), contudo nenhum avaliou se tais perfumes podem ser puramente atrativos,
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ou um recurso floral. . Até o momento, nio existem evidéncias da auséncia de recurso em
Galeandra.

Visto que, até o momento, ndo existe nenhum estudo completo sobre a biologia
floral e reprodutiva de um representante desse género, estudos voltados a histéria natural
dessas espécies podem fornecer informagdes valiosas para compreender a evolucao das
caracteristicas florais e de recompensas tanto no género Galeandra, quanto na subtribo
Catasetinae (Pansarin & Amaral, 2017), além de serem tteis para criacdo de estratégias

de conservacdo (Ackerman et al., 2023).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral:

e Investigar a biologia floral e reprodutiva de Galeandra blanchetii.
3.2. Objetivos Especificos

e Investigar a presencga ou auséncia de sazonalidade nos eventos fenoldgicos, com énfase

no padrao de floracao;

e Verificar o sistema reprodutivo de G. blanchetii;

e Verificar quais sdo as recompensas/recursos florais em G. blanchetii com base em
andlises da anatomia floral (morfologia, histoquimica) para a detec¢do de atividade
secretora;

e Identificar seus visitantes florais e potenciais polinizadores, bem como observar os
seus comportamentos nas flores de G. blanchetii,

e Comparar o ajuste das medidas morfologicas da flor e dos visitantes florais para
determinar outras espécies potenciais de polinizadores;

e (Caracterizar quimicamente o perfume floral e avaliar seu papel na atracdo de

potenciais polinizadores.
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CAPITULO 1

PERFUME, ENGODO OU AMBOS? DESVENDANDO O ENIGMA DO MECANISMO
DE POLINIZACAO DE Galeandra blanchetii E.S. RAND (ORCHIDACEAE)

Manuscrito a ser submetido a revista Plant Biology
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RESUMO

. As flores de algumas espécies de Galeandra Lindl. emitem perfumes florais e
possuem caracteristicas melitofilas. Porém, informagdes sobre a histéria natural, bem
como os mecanismos envolvidos na atra¢do de seus polinizadores sdo escassas.

. Analisamos a biologia floral e reprodutiva de Galeandra blanchetii, uma orquidea
endémica do Brasil. Além disso, caracterizamos o perfume floral e avaliamos seu papel
na atracao de polinizadores.

. Apesar de autocompativel, necessita de vetor bidtico para a reproducao. Nao ha
producdo de néctar, em contrapartida, hd emissao de perfume floral. A avalia¢do
histolégica evidenciou a presenca de osmoforos epidérmicos e tricomas glandulares
unicelulares no labelo. O perfume de G. blanchetii consiste em 34 compostos. Salicilato
de metila e benzoato de metila sendo os principais. Apesar de atrair fémeas e machos de
abelhas Euglossini, os unicos polinizadores efetivos foram abelhas macho, sendo duas
espécies de Euglossini (Euglossa securigera e E. cordata) e uma de Centridini (Epicharis
sp.).

. A atracdo dos polinizadores se d4 por um mecanismo duplo, que combina
perfumes como recurso e engano alimentar (engodo), atraindo tanto fémeas quanto
machos em busca de néctar sem sucesso. Embora os machos busquem perfume, a simples
escovacao do labelo para coleta de odor ndo garante a polinizac¢do, sendo necessario que
a abelha entre até o cdlcar em busca de néctar para contactar o polindrio. Concluimos que,
embora Galeandra blanchetii apresente semelhancas com o sistema de polinizacdo das
demais Catasetinae, mantém caracteristicas melitéfitas incomuns para o grupo e que

representa um modelo para entender a origem das flores de perfume em Orchidaceae.

Palavra-chave: Catasetinae; Euglossini; polinizacao; osmoéforos, perfumes florais.
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Introducao

A polinizagdo bidtica € quase sempre uma interagdo mutualistica, envolvendo a
transferéncia de pélen das anteras para estigmas, geralmente com recompensa para 0s
polinizadores (Waser & Ollerton 2006). Ao longo do processo evolutivo, as flores
desenvolveram uma diversidade de atrativos que sinalizam a presenca de recursos aos
possiveis polinizadores (Raguso 2004; Van der Kooi et al. 2022). Estes sinais abarcam
desde a morfologia floral (Muchhala 2007; Brunet et al. 2021; Ortiz et al. 2021), nimero
de inflorescéncias (Boff et al. 2021), guias de néctar (Hansen et al. 2012; Schlindwein et
al. 2014), cores (Shrestha et al. 2013; Reverté et al. 2016; Whitehead er al. 2019; Garcia
et al. 2022) fragrancias (Raguso 2004; Milet-Pinheiro et al. 2013; Shrestha et al. 2014;
Schiffler et al. 2015; Vasas et al. 2017; Garcia et al. 2021) e, em casos especificos através
de sinais acusticos (Gonzalez-Terrazas et al. 2016) e até mesmo campos eletromagnéticos
(Chicas-Mosier et al. 2020). J4 os recursos podem envolver todo e qualquer componente
da flor, utilizados pelos animais, proporcionando frequéncia de visitas, que podem induzir
a polinizagdo e otimizar a fertilizacdo (Johnson et al. 2003; Blaauw & Isaacs 2014;
Makino & Ohashi 2017).

Um dos casos mais emblematicos de diversidade de sinais e recompensas florais
ocorre na familia Orchidaceae, com espécies que fornecem recompensas alimentares
como néctar, pdlen, tricomas (pélos alimentares, pseudopdlen) (Ackerman et al. 2023) e
nao nutritivas, como 06leos, ceras, resinas e fragrancias (Davies & Turner 2003; Davies &
Turner 2004; Gomiz et al. 2017; Phillips et al. 2020; Reposi et al. 2021; Milet-Pinheiro
et al. 2022). Por outro lado, estimativas indicam que 46% das orquideas, utilizam um
conjunto de atrativos para enganar o polinizador, atraindo-os para flores sem recompensa
(Ackerman et al. 2023). Tal mecanismo pode ocorrer por meio do engano alimentar
generalizado, com presenca de pistas visuais semelhantes aos de espécies
recompensadoras (Peter & Johnson 2013), ou ainda, através do mimetismo batesiano,
como ocorre na orquidea sapréfita Danxiaorchis yangii Bo Y.Yang e Bo Li, que tem
sinais florais similares aos de Lysimachia alfredi Hance, que oferece pdlen como
recompensa ao polinizador (Luo et al. 2021). E, em alguns casos, as caracteristicas sao
tdo singulares, que incluem um mimetismo morfolégico semelhante ao formato do corpo
da fémea do grupo de insetos (Jager & Peakall 2016) e de fragrancias semelhantes aos
feromonios sexuais de fémeas virgens de abelhas, vespas e besouros, que atraem machos

co-especificos em busca de cépula, um mecanismo conhecido como engodo sexual (Dafni

1984; Peakall 1990; Bohman et al. 2018; Cohen et al. 2021).
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Em Orchidaceae Neotropicais, observa-se um dos mecanismos de polinizacao
mais peculiares das Angiospermas. Cerca de 271 espécies ofertam perfumes florais como
tnica recompensa para polinizadores especializados (Ackerman et al. 2023), os machos
de abelhas Euglossini (Apidae) (Dressler 1982; Nunes et al. 2017), que ao manipularem
as flores para coletar perfumes, ocasionalmente realizam a polinizacdo (Vogel 1966;
Dressler 1982). Embora as flores de perfume tenham sido definidas inicialmente por
conterem apenas os perfumes como recompensa, evidéncias recentes indicam que
algumas flores, podem também ofertar néctar (Pansarin 2023). As flores de perfume
(Vogel 1990) sdo encontrada em alguns grupos de orquideas, como Stanhopeinae,
Coeliopsidinae e clados dentro de Oncidiinae e Catasetinae (Pansarin et al. 2018), com
esta Ultima tendo a maioria dos géneros contendo as fragrancias florais como recompensa
(por exemplo, Hills et al. 1972; Franken et al. 2016; Nunes et al. 2017; Pansarin & Maciel
2017), embora 6leos e tricomas comestiveis tenham sido registrados mais recentemente
(Pansarin et al. 2019; Pansarin & Maciel 2017).

Dentro das Catasetinae, um caso que permanece enigmdtico até os dias atuais € a
estratégia de polinizacdo do género Galeandra Lindl. Galeandra é um gé€nero com
distribuicdo Neotropical, que inclui 18 espécies terrestres e epifitas, com maior
diversidade no Brasil (Monteiro et al. 2010; Martins et al. 2018; Monteiro 2024).
Filogeneticamente é o grupo irmdo do clado que inclui Dressleria, Mormodes e
Cycnoches, cujas espécies produzem perfumes florais como recompensa € sao
polinizadas exclusivamente por machos de abelhas Euglossini (Pansarin & Maciel 2017).
As espécies epifitas de Galeandra tendem a ter distribuigdes mais restritas quando
comparadas as terrestres, provavelmente devido aos seus sistemas de polinizacdo. Nas
epifitas, por exemplo, a presenca de célcar prolongado € um indicativo que ja pode ter
ocorrido a producdo de néctar nas espécies primitivas com associa¢ao a polinizagdo por
abelhas de lingua longa (Martins et al. 2018).

Porém, os poucos estudos que tratam da biologia reprodutiva de Galeandra se
limitam a observacgdes pontuais de polindrios aderidos no corpo de machos de abelhas
Euglossini (Pearson et al. 1985; Ramirez et al. 2011) e abelhas Anthophoridae, coletoras
de néctar (Chase & Hills 1992; Romero-Gonzalez & Warford 1995). Estudos
preliminares para espécies do género ndo observaram a presenca de néctar no cdlcar
(Monteiro 2007), porém ha emissdo de fragrancias adocicadas ou fétidas nas espécies
(Monteiro 2007; Romero-Gonzalez & Gomez 2014), inclusive com registro de compostos

atrativos para abelhas Euglossini encontrados em Galeandra minax Rchb.f (Gerlach &


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790317308412#b0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1055790317308412#b0385
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Schill 1991). Apesar dessas publicagdes, faltam evidéncias sobre o mecanismo de atracio
de polinizadores assim como uma eviéncia da presenca ou auséncia de recursos em flores
de Galeandra.

Neste estudo, apresentamos um conjunto de experimentos que investigam a
biologia floral e reprodutiva G. blanchetii E.S. Rand, uma Catasetinae epifita endémica
do Brasil. Realizamos as seguintes perguntas: (1) A espécie depende de vetor bidtico para
areproducdo? (2) Quem sdo os polinizadores? (3) As abelhas Euglossini sdo os visitantes
mais abundantes de G. blanchetii? (3) A resposta da senescéncia floral estd associada a
deposi¢ao do pélen? (4) Quais sdo os recursos que ela oferta? (5) Os odores, indicam a
possibilidade da recompensa por perfumes? Além disso, registramos a fenologia e
caracterizamos quimicamente a fragrancia floral de G. blanchetii. Discutimos possiveis
impactos no entendimento sobre a origem das flores de perfume a partir de flores de
engodo, visto que as caracteristicas florais de transi¢ao e o posicionamento filogenético
de Galeandra a indicam como um bom modelo para compreender essa questao.
Material e métodos
Espécie e local de estudo

Galeandra blanchetii E.S. Rand (Subtribo Cyrtopodiinae, sindnimos: Galeandra
chapadensis Campacci e Galeandra camptoceras Schrltr) € uma erva epifita (Fig.1-A),
endémica do Brasil, encontrada nos dominios fitogeograficos da Amazonia, Caatinga e
Cerrado, possui crescimento simpodial, flores tubulares dispostas individualmente ou em
inflorescéncia terminal racemosa (Fig.1-B), sépalas e pétalas verdes amareladas ou verdes
pardacentas, labelo de dpice vindceo com célcar cOnico voltado para cima (Fig.1-C) e
frutos fusiformes (Fig.1-D) (Monteiro et al., 2010; Santos e Silva, 2020). Um espécime
(A.W.C. Ferreira 20-08-2019) foi depositado no herbario da Universidade Estadual do
Maranhao (SLUI) para servir como material testemunho.

O trabalho de campo sobre a biologia floral e reprodutiva de Galeandra blanchetii
foi realizado mensalmente, de janeiro de 2018 a setembro de 2023 em duas populacdes
naturais em duas areas de Floresta Amazonica no municipio de Sdo Luis, estado do
Maranhio, Nordeste do Brasil. O primeiro local foi na Universidade Federal do Maranhao
(UFMA), campus Dom Delgado (aprox. 2°33°32, 44°18°35°°W), com 100 hectares (Neto
et al. 2012), tendo cinco fragmentos florestais urbanizados (Costa & Almeida Jr. 2020) e
areas de jardins adjacentes a esses fragmentos (Costa et al. 2017). Individuos de G.
blanchetii foram encontradas apenas em trés géneros de palmeira (Arecaceae): Attalea

speciosa Mart. ex Kunth. (espécie nativa), Syagrus cocoides Mart., Phoenix L. (palmeira
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exotica, utilizada no paisagismo de jardins).

O segundo encontra-se a cerca de 16 km de distancia do primeiro local, na Area
de Prote¢do Ambiental do Itapiraco (APA Itapiracd) (2°31°37.48”S) e (44°12°46.3”W),
onde foram repetidas as observacdes. Com aproximadamente 200 hectares, com
vegetagdo de floresta ombrofila e matas de galeria, com G. blanchetii encontrada apenas
em forofito de S. cocoides (Ver Figura Suplementar S1). As duas populagdes totalizaram
30 individuos, sendo marcados 15 em cada area. O clima da regido € do tipo Aw (K&ppen,
1948), caracterizado pela sazonalidade, com estagdo chuvosa de janeiro a junho, e outra
seca entre julho e dezembro (Ver Figura de Material Suplementar S2). A precipitacdo
média anual € de 2.117 mm. A temperatura média é de 26,7°C (Normais Climatolégicas
fornecido pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET — www.inmet.gov.br: “Dados

Meteorologicos: Estacdes Convencionais™) (Ver Figura em Material Suplementar S2). -

Fenologia e longevidade floral

Foram escolhidos aleatoriamente 20 individuos de G. blanchetii em idade
reprodutiva, que foram avaliados quanto a fase de rebrota, presenca de flores e frutos nas
duas dreas de estudo e foram monitorados mensalmente in situ de janeiro de 2021 a
dezembro de 2022. O padrao de floracdo foi avaliado segundo Newstrom et al. (1994) e
os dados fenoldgicos foram analisados por meio de estatistica circular (Morellato et al.
2010) utilizando o indice de atividade baseado no numero de individuos que apresentam
determinada fenofase.

Para calcular os parametros estatisticos circulares convertemos 0s meses em
intervalos de 30° em torno do circulo, com 0 ano somando 360°. O ponto médio de cada
intervalo representa o més em que foi observada a floracao ou frutificacio: janeiro sendo
15° e assim sucessivamente. Os seguintes parametros foram calculados: angulo médio (u)
que indica a data média de cada fenofase, o vetor médio (r) que possibilita observar a
concentracdo de uma fenofase em torno do angulo médio, sendo consideradas agregadas
ou sazonais as fenofases com valores superiores a 0,5 (Morellato et al. 2010).

Para testar a significancia do angulo médio do vetor foi aplicado o teste de
Rayleigh (Z), que avalia se os dados estdo distribuidos uniformemente ao longo ano
(hipétese nula), caso ndo significativo consideramos o padrao sazonal (Morellato et al.
2010). Todas as andlises foram feitas com R Studio (v. 2022), com o pacote “circular”

(Agostinelli & Lund 2022).
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Biologia floral

A antese floral foi observada desde o inicio da abertura das pecas florais até a senescéncia
apenas em flores intactas (N=30, 10 individuos). A receptividade do estigma foi aferida
em cinco flores com polindrios, de cinco individuos diferentes, no primeiro dia de antese
aplicando uma gota de per6xido de hidrogénio (3%) na superficie estigmdtica (Kearns &
Inouye 1993).

Sistema reprodutivo

Os tratamentos para investigacdo do sistema reprodutivo de G. blanchetii foram
realizados em dez plantas adultas durante as floracdes de 2021 e 2022. Estas foram
envasadas individualmente com substrato composto por fibra de coco, carvio vegetal e
casca de pinus e cultivadas na casa de vegetacao da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA), no municipio de Sdo Luis (aprox. 2°33'09.1"S 44°18'22.0"W). Conduzimos os
seguintes tratamentos em flores intactas (ensacadas): (1) emasculacdo: flores tinham
polindrios retirados e posteriormente eram encobertas com sacos de tule para verificar a
formacdo de frutos através de agamospermia (n=30); (2) poliniza¢do cruzada manual:
flores polinizadas manualmente utilizando polindrio de outra planta (n=30); (3)
autopolinizacdo manual: flores polinizadas manualmente com o polindrio da mesma flor
(n=30); (4) autopolinizacao espontanea: flores ndo manejadas mantidas em sacos de tule
(n=30). Um polindrio inteiro foi utilizado em cada evento de polinizacio manual
(autopolinizagdo manual e polinizacdo cruzada). No total foram utilizadas 120 flores
(periodo de floracao de 2021 e 2022) de 10 plantas (30 inflorescéncias). A frutificacio
em condi¢des naturais (tratamento controle) foi quantificada a partir de 42 flores, 10
inflorescéncia e 20 individuos em 2021 e em 48 flores, 10 inflorescéncias e 20 individuos
em 2022.

Frutos obtidos nos diferentes tratamentos (autopolinizacdo manual, polinizacdo
cruzada manual, polinizacdo natural) foram coletados para avaliar a viabilidade das
sementes formadas. Para isso, as sementes foram colocadas em solucdo de 2,3,5-trifenil
tetrazolio a 1% em frasco de vidro de 40 ml cada. Em seguida, a solugdo foi tampada e
revestida com papel de aluminio para evitar interferéncia da luz, sendo incubadas no
escuro por 24 h em banho-maria a 38°C (Vudala & Ribas 2017). Apds a incubacdo, a
solucdo de tetrazdlio foi descartada e o restante da solug@o e as sementes foram lavadas
trés vezes com dgua destilada e deionizada por 3 min (Magrini et al. 2019). Por fruto
foram avaliadas 200 sementes por tratamento em estereomicroscopio, a viabilidade

relativa (porcentagem) foi estimada dividindo o nimero de sementes rosadas/vermelhas
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(viaveis) pelo total de embrides contados.

A diferenca na viabilidade entre os tratamentos (autopolinizacdo, poliniza¢ao
cruzada e poliniza¢do natural) foi investigada por meio do teste de Kruskal Wallis para
dados nio distribuidos normalmente, seguidos pelos testes de Dunn com ajuste de p-valor
de Benjamini- Hochberg, com limite de significancia de 0,05. Todos os graficos foram
elaborados por meio pacote “ggplot” (Wickham 2016). Os resultados dos testes

reprodutivos foram comparados através de graficos boxplot.

Morfologia e Testes histoquimicos

Caracteristicas morfoldgicas foram observadas em 30 flores de dez individuos sob
estereomicroscopio binocular. As medi¢des foram feitas diretamente nas estruturas florais
utilizando um paquimetro digital (MTX-316119). Para o estudo morfologico, foram
registrados o formato e o tamanho das partes florais (sépalas, pétalas, labelo, coluna, capa
da antera e polindrios).

Flores frescas (n=10, N= 5 individuos) foram imersas em 0,1% (p/v) vermelho
neutro aquoso por 20 min para localizar areas metabolicamente ativas, como osmoéforos.
ApOs a coloracdo, as flores foram lavadas em &4gua corrente e examinadas. Para
caracterizar a estrutura anatdomica das dreas secretoras, as flores foram seccionadas
manualmente. Em seguida os procedimentos histoquimicos foram realizados para
identificar as principais classes de compostos quimicos presentes nas flores: Vermelho de
Ruténio para detectar mucilagem (Gregory & Baas 1989); Sudan IV para verificar a
presenca de lipidios totais (Pearse 1980); Cloreto Férrico para detectar compostos
fendlicos (Johansen 1940); Lugol para detectar amido (Jensen 1962), Reagente Nadi para
detectar terpenos (David & Carde 1964); azul brilhante de Coomassie para detectar
proteinas (Fisher 1968); e reagdo do acido periddico de Schiff (PAS) para detectar
polissacarideos insoldveis em dgua (Feder & O'Brien 1968). Cortes histolégicos controles
foram preparados simultaneamente aos testes histoquimicos (se¢des montadas em apenas
glicerina ou 4gua), para verificar o aspecto natural da coloragdo da secrecdo ou tecido ndo
tratado (Pansarin et al. 2009). As segoes foram examinadas e fotografadas apds cada
reacdo em um microscépio Olympus BX51 equipado com uma camera digital Olympus
DP71. As edicdes de imagens foram feitas no Adobe Photoshop Express 3.12 e as

montagens de pranchas no Microsoft Power Point (Versao 2312).

Visitantes florais e mecanismo de poliniza¢do
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As observacdes de campo foram realizadas durante o dia (06h00-17h00) nos
meses de floracdo de 2018-2023, para analisar o processo de polinizagdo, frequéncia de
visitacdo e capturar visitantes florais para posterior identificacao. Fotografias e filmagens
foram realizadas utilizando uma camera digital Cannon® TI5 ZOOM 300mm e cAmera
Samsung® 48 MP + 8MP + 2MP + 2MP, localizadas a uma distancia de 2 metros das
flores. A espécie foi observada em duas populacdes por 70 dias, totalizando 515 horas
(para ver detalhes de observacdo de campo, ver tabela de Material Suplementar S1). Para
excluir a possibilidade de polinizacdo noturna, foram observadas flores de G. blanchetii
(n=20, dez individuos, 30 dias) com polineas intactas e sem polineas depositadas, as quais
foram marcadas no final da tarde (17h00) e examinadas no inicio da manha por volta das
07:00h.

Em geral, as fotografias e os videos permitiram distinguir entre visitantes florais
e potenciais polinizadores com base em seus comportamentos. Os visitantes florais foram
classificados como polinizadores apenas quando observados removendo e/ou
depositando o polindrio (Ackerman et al. 2023). Aqueles que apenas removeram O
polindrio, mas niao foram observados depositando-o no estigma, foram considerados
como potenciais polinizadores (Kephart 1983). Os demais agentes bidticos observados
nas flores sem qualquer acdo direta nos polindrios e estigmas foram considerados apenas
visitantes florais.

Os insetos foram capturados com pote entomoldgico e posteriormente sacrificados
por congelamento por 24 h. Os visitantes florais de Euglossini que entraram no tubo floral
foram identificados pelo sexo com auxilio de literatura especializada e especialistas do
do Laboratério de Estudos de Abelhas (L.E.A.), da Universidade Federal do Maranhio,
Sao Luis, Brasil.Todas as abelhas e demais insetos coletados foram armazenados na
colecdo entomoldgica e de polinizadores do L.E.A. As imagens dos visitantes florais
foram feitas com o auxilio do Software AxioVision 58 SE64 Rel.4.9.1, através da

AxiCam ICc 1 acoplada ao microscopio estereoscopio Zeiss Discovery V.8.

Mensuragoes das flores e polinizadores

Para avaliar as caracteristicas dos potenciais polinizadores foram feitas medidas
nas abelhas do comprimento total do corpo, da altura e largura do mesossoma e do
comprimento da probdscide (glossa). Em flores tubulares a distancia entre a coluna e o
labelo desempenham um papel importante no ajuste ao polinizador (Watteyn et al. 2022,

2023). Portanto, foram avaliadas em 30 flores de G. blanchetii (N=15, por popula¢do), a
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altura do labelo até a aba rostelar (“CN”) e altura do labelo até¢ a regido média da antera
(“AN”) (Fig. S3). Para avaliar as caracteristicas dos potenciais polinizadores foram
medidas nas abelhas o comprimento total do corpo, a altura e largura do mesossoma e o
comprimento da probdscide (glossa). As mensuracdes das abelhas e as caracteristicas da

estrutura reprodutiva da flor foram comparadas através de graficos boxplot.

Coleta de perfumes florais

Amostras de perfumes florais de G. blanchetii foram coletadas usando métodos
dinamicos de headspace (Milet-Pinheiro et al., 2015; Brandt et al. 2020), com o objetivo
de caracterizar quimicamente o buqué aromatico. Flores solitdrias ou de inflorescéncias
(34 flores, N=18 individuos) foram envolvidas juntas em sacos de polietileno para estufa.
Ap0s a acumulacao dos voldteis por 20 min, o ar perfumado foi sugado por 20 min através
de um filtro adsorvente [microfrascos de quartzo ChromatoProbe; 15 mm x 2 mm di;
contendo 1,5 mg de Tenax-TA (mesh 60—80, Supelco, Bellefonte, PA, EUA) e 1,5 mg de
Carbotrap (malha 20—40, Supelco, Bellefonte, PA, EUA), conectado a uma bomba de
membrana (G12/01 EB, Rietschle Thomas, Puchheim, Alemanha) com o uso de tubos de
silicone. A bomba funcionou a uma vazao constante de 200 mL/min. Todas as amostras
(n=8) foram coletadas no periodo da manha, das 09h00 as 11h00, periodo de maior
emissdo de perfumes percebidos pelo nariz humano. Para detectar contaminantes
ambientais, amostras controle (sacos vazios) foram coletadas simultaneamente a uma
distancia de ca. 2 m da inflorescéncia alvo usando os mesmos métodos descritos acima
(n = 4 amostras) e os mesmos protocolos descritos para estruturas florais. Este

procedimento permitiu excluir contaminantes ambientais.

Andlise quimicas dos perfumes florais

As amostras de headspace do perfume floral de G. blanchetii foram analisadas em
um cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrometro de massa (GC-MS; cromatdgrafo a
gds Agilent 7890A, espectrometro de massa Agilent 5975C, série MSD; Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EUA) equipado com uma coluna ndo polar HP-5MS
(Agilent JW; 30 m x 0,25 mm, id 0,25 pum de espessura de filme) e uma sonda de
separacdo térmica (TSP, Agilent Technologies). As amostras TD foram carregadas no
TSP, que foi entdo inserido no injetor GC modificado. O injetor trabalhou em modo split
(1:1) com temperatura de 250°C. A temperatura do forno do GC foi fixada em 40 °C por

2 min, em seguida, aumentada a uma taxa de 4 °C por min até atingir a temperatura final
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de 230 °C, a qual foi mantida por 5 min. O controle de fluxo eletronico foi empregado
para manter um fluxo de gds de arraste de hélio constante de 1,0 mL min -1. 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 de ionizag¢ao
eletronica) com uma velocidade de varredura de 1,0 varredura — de m/z 35-350. Os
compostos foram identificados por comparagdo dos seus espectros de massa e indices de
retengdo com os disponiveis na literatura (MassFinder 4, NIST11 e Wiley Registry 9th
Edition, Adams, 2007), integrados no software Agilent MSD Productivity Chem Station
(Agilent Technologies, Palo Alto, EUA). Sempre que possivel, a identidade dos
compostos foi verificada usando tempos de retengdo e espectros de massa de padrdes
auténticos. As dreas de pico nos cromatogramas foram integradas para obter o sinal de
corrente 10nica total, que foi usado para determinar as porcentagens relativas de cada
composto. Os compostos encontrados nas amostras de estruturas no ambiente circundante

foram excluidos da lista de VOC:s florais (compostos organicos volateis.

Resultados
Fenologia e longevidade floral

A fase de rebrota de G. blanchetii ocorreu em janeiro de cada ano, inicio do
periodo chuvoso na regido de estudo, que vai de janeiro a junho. A emissdo de botdes
florais e floracao também iniciaram durante a estagdo chuvosa, se estendendo de fevereiro
a outubro. Os individuos apresentavam de uma até seis flores abertas a0 mesmo tempo.
Cada inflorescéncia, apds sensecéncia das flores, repetiu floracdes até trés vezes. Os
maiores picos de floragdo nas populagdes ocorreram entre marco e maio. O padrao de
floracdo de G. blanchetii é anual se estendendo de fevereiro até outubro (nove meses),
com caracteristicas sazonal e sincrona (r= 0.61; P < 0,05 em 2021 e 2022), com angulo
médio em maio (Tab. S2) na estacdo chuvosa (Fig. 2). Cada flor durou em média 10 dias
(+ ou — 1 dia) (n=30 flores, 10 individuos). A remoc¢do ou deposicdo dos polindrios
desencadeou a senescéncia floral. A antese € diurna com pico de abertura entre 06h00 e
07h00 (n30, 10 individuos). O estigma permanece receptivo durante toda a vida floral,
enquanto ndo ocorrer a remog¢do do polindrio ou a poliniza¢do. Cerca de trés dias apds a
fecundacao foi possivel observar o inicio da formacao do fruto pelo entumecimento do
ovério. O pico de frutificagdo foi baixo (r=0,37; r=0,34, respectivamente para os dois anos
de estudo), mas foi a segunda fenofase mais sincrona (Rayleigh Z, P < 0,05, Tabela S1).

Os frutos capsulares levaram cerca de 5-6 meses para amadurecer (n=46, 16 individuos),
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com a colorag¢do na parte apical do fruto (préximo da coluna) mudando de verde para
amarelada. Em seguida. surgiam trés fendas longitudinais que evidenciavam o inicio da
deiscéncia do fruto, quando as sementes comecaram a ser liberadas (Fig. S4). A liberacao

das sementes coincide com o final do periodo seco, em dezembro, antes das chuvas.

Sistema reprodutivo

Galeandra blanchetii é autocompativel, no entanto nenhum fruto foi formado por
autopolinizacio espontinea ou por tratamentos de emasculagdo (agamospermia). A taxa
de frutificacdo natural foi 19% em 2021 (n=42 flores) e 17% em 2022 (n=46 flores) (Tab.
S3). Os tratamentos de autopoliniza¢do manual e poliniza¢do cruzada manual resultaram
em 100% de frutos formados, e, em ambos 0s casos com pelo menos 60% de sementes
vidveis (mediada pela propor¢cdo de sementes com embrido colorido). A maioria das
sementes apresentava embrides bem desenvolvidos, no entanto, a viabilidade das
sementes dos tratamentos de autopolinizacio manual, cruzada e controle foram
significativamente diferentes (X%w= 49.815, df=2, p<0,05). Mais sementes testaram
positivo para viabilidade embriondria em flores polinizadas de forma cruzada e por
polinizacdo natural por insetos em comparacdo com flores autopolinizadas, as quais
apresentaram mais sementes abortadas ou sem embrido (DunnTest com corre¢do de
Benjamin-Hochberg, p<0.05) (Fig. 3). Nao houve diferenca entre os tratamentos de

polinizacdo manual cruzada e polinizagdo natural (controle) (Dunn's test, P = 1.00).

Morfologia e Testes histoquimicos

A inflorescéncia de Galeandra blanchetii é racemosa com uma a seis flores, cada
um acompanhada por uma bréctea longo triangular. As flores sdo ressupinadas com até
6.5 cm de comprimento e com perfume levemente adocicado. As sépalas sdo livres e
oblanceoladas com dpice agudo (Ver Tabela do Material Suplementar S4). As pétalas sdo
oblongo-espatuladas, com dpice agudo. O labelo € a estrutura mais proeminente da flor,
possui a margem ondulada, com a regido completamente ou parcialmente de colora¢do
vindcea ou rosada, com tricomas em sua extensdo. O disco do labelo possui duas carenas
brancas longitudinais (que direcionam o visitante até o calcar). O célcar € ascendente
alongado, com tricomas unicelulares conspicuos, mais longos que os da margem do
labelo, sem secre¢do de néctar. A coluna é claviforme, com tricomas translicidos
proximos ao estigma, sua base possui duas projecdes arredondadas vindceas. As duas

polineas sdo circulares, amarelas e com disco adesivo em formato falciforme.
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Secgdes transversais do labelo das flores de G. blanchetii revelaram uma
superficie adaxial com epiderme unisseriada com cuticula fina, sem poros visiveis,
cobertas por células epidérmicas cubicas com tricomas unicelulares dispostos em linhas
longitudinais atuando como guias de néctar (Fig.4, B), desde a margem até o cdlcar, com
essa regido tendo tricomas unicelulares mais alongados (Fig.4, C). O parénquima
compreendia células anisodiamétricas com poucos espacos intercelulares, os feixes
vasculares eram colaterais. A superficie abaxial do labelo é composta por células cuibicas
achatadas e glabras. Os testes com vermelho neutro revelaram alta atividade metabdlica
naregido do labelo, especialmente a superficie adaxial e nos tricomas unicelulares, exceto
aqueles do célcar, indicando auséncia de osméforos funcionais (Fig. 4, D). O tratamento
com solu¢do de Lugol evidenciou graos de amido ocorrendo nas células da superficie
adaxial do labelo (Fig. 4, E), nos tricomas (Fig. 4, F) e proximos dos feixes vasculares,
nio sendo encontrados em qualquer outro lugar do parénquima subjacente. Nenhum
composto proteico, fendlico ou de mucilagem foi detectado. O Sudan IV corou
principalmente os lipideos cuticulares do labelo (Fig. 4, G), as células epidérmicas
adaxiais e os tricomas (Fig. 4. H, I), sem secrecdo lipofilica no parénquima
subepidérmico. Secregdes ricas em terpeno corada em azul ou violeta foram reveladas
com o reagente Nadi, foram observadas nas células epidérmicas adaxiais com presenca
de goticulas lipidicas (Fig. 4, J) nos tricomas da margem e do tubo do labelo (Fig. 4. K).
O teste com o 4cido periddico de Schiff (PAS) (Ver tabela de Material Suplementar S5),
realizados no célcar e em partes do labelo mostraram resultados negativos para agucares

(polissacarideos).

Visitantes florais e mecanismo de polinizagdo

Dos 48 visitantes florais observados nas flores de G. blanchetii, 42 (87.5%) eram
abelhas (Apidae). Especificamente 34 (80.9%) eram abelhas Euglossini pertencentes aos
géneros Euglossa (33 individuos, 97%) e Eulaema (1 individuo, 3%), e destas 19 eram
machos e 14 fémeas. O restante eram Meliponini (5 individuos, 12%), Ceratinini (2
individuos, 4.7%) e uma abelha da subtribo Centridini (1 individuo, 2.4%). Além de
abelhas, outros visitantes foram borboletas da familia Hesperiidae (2 individuos, 4.1%) e
formigas (4 individuos, 8.4%) (Tab. 1) (Fig. 6). A maior parte das visitas ocorreu pela
manha, das 09:00 as 11:00h (Fig. S5). Nenhum polindrio foi removido das flores
marcadas durante a noite (das 18:00 as 06:30 h).
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Os comportamentos de visita foram: i) busca por néctar; ii) coleta de perfume
(com comportamento de raspagem); iii) acesso ao cdlcar de forma externa; iv) remoc¢ao
do polindrio durante a visita. Os visitantes mais frequentes foram espécies de Euglossa,
que representaram 80,9% das visitas. A maioria dos individuos (machos e fémeas)
desempenhou comportamento de busca por néctar (Ver Material Suplementar Tabela S6),
que foi evidenciado pelo fato dos individuos apresentarem a probdscide estendida ao
entrar ou ao sair da flor, além de entrarem diretamente no tubo floral em direcdo ao célcar
(video S1). As rdpidas visitas de fémeas e seu comportamento também sugerem a busca
por néctar. No caso dos machos, foi observado comportamento de raspagem do labelo,
indicando a coleta de fragrancia floral (Video S2).. Alguns machos posteriormente
entravam nas flores na tentativa de coleta néctar. O polindrio s6 é removido quando as
abelhas saiam das flores, uma vez que o final do viscido € curvado para a entrada do tubo
floral, e, ao sairem de “macha ré”, as abelhas esbarravam na coluna permitindo assim a
adesdo do polindrio ao final do escutelo da abelha.

Dos 33 visitantes de Euglossa que sondaram as flores, apenas 22 individuos, dos
quais 10 machos e 12 fémeas, entraram completamente no labelo em busca de néctar (Fig.
5, A). Apenas um macho foi observado removendo o polindrio e o outro chegando na flor
com polineas aderidas ao escutelo, sendo eles, respectivamente, Euglossa securigera
(Dressler, 1982) e E. cordata (Linnaeus, 1758) (Fig. 5. B, C). O polinério foi fixado ao
escutelo do térax da abelha pela cola ndo removivel do viscido. Euglossa amazonica
apenas desempenhou o comportamento de buscar por néctar. O tempo médio (+ DP) que
os individuos buscavam néctar dentro da flor foi de 0.11+ 0.06s (n=30), enquanto a
duracdo da coleta de perfume foi de 0.57+ 0.51s (N=3).

As abelhas Meliponini (n=5) desempenharam comportamento de sondagem,
tocando a superficie do labelo, sépalas e pétalas com sua probdscide e antenas. Em
algumas visitas se dirigiam até o cdlcar em busca de néctar e realizavam perfuracdes no
labelo (Video S3). Observamos ainda uma unica visita de Epicharis sp., que removeu 0O
polinario (Video S4). Nao foi observada remocdo do polindrio nas visitas de Eulaema

nigrita (Lepeletier, 1841) nem nas visitas de Meliponini ou Ceratinini (Fig. S6)

Mensuracoes das flores e polinizadores
Através da avaliagdo morfométrica das flores de G. blanchetii, todas as espécies
de abelhas, com excecdo de Eulaema nigrita (Lepeletier, 1841), possuem largura do

mesossoma menor (2.06-5.03) que a distancia entre a por¢ao adaxial do tubo do labelo e



72

o estigma da coluna (7.4 = 1.40 mm) (Tab. S7). Entretanto, apenas Euglossa amazonica,
E. cordata, E. securigera e Euglossa sp.1 possuem altura corporal de mesossoma (£ DP;
Tab. S8) consistente com a altura da regiao média da antera (An) e a do tubo floral medido
na altura do assoalho do labelo, na regido do par de carenas abaixo da aba rostelar (Cn)
(Fig. 6).

Todas as abelhas machos e fémeas de Euglossa possuiram comprimento da glossa
igual ou menor (Tab. S8) que o comprimento do cdlcar (12.9 + 1.77 mm) das flores de G.
blanchetii (Tab. S7). Portanto, essas espécies de Euglossa precisaram entrar no labelo
para alcancar o célcar. Por outro lado, o macho de Eulaema nigrita teve probdscide maior
(11.23 mm) do que as das espécies de Euglossa. Embora compativel com o tamanho do
calcar da G. blanchetii e teoricamente ndo sendo necessario essa abelha entrar totalmente
no tubo floral, uma vez que a altura do térax (7,6mm) foi maior do que a altura entre o
estigma da coluna e a superficie adaxial do tubo do labelo (4,6 mm), ndo permitindo a
entrada total no tubo floral e nem a remocdo do polinédrio. O tempo de permanéncia de
Eulaema nigrita na flor de G. blanchetii foi de cerca de um segundo. Durante todo periodo
de observacdo em campo, observamos a presenca de E. nigrita em apenas trés ocasides,

sempre no periodo da manha

Composicdo quimica do perfume floral de G. blanchetii

As andlises quimicas das amostras de headspace de flores de G. blanchetii
revelaram 34 compostos, dos quais 28 foram identificados (Tab.2). A classe de compostos
com o maior nimero foi a de benzendides (12), seguido de monoterpenos (7),
sesquiterpenos (7), alifaticos (1), derivados nido terpenos (1) (Tab. 2). Os benzendides
salicilato de metila e benzoato de metila foram os compostos majoritirios do perfume
floral, , com 55% (+12,91, N=8) e 28,20% (+22,50, N=8) da carga total de perfume

emitido, respectivamente.

Discussao

G. blanchetii possui um longo periodo de floracdo, a maioria dos individuos
florescem no final da estacdo chuvosa, semelhante ao registrado para outras espécies de
orquideas amazonicas (Braga 1977; Pansarin et al. 2018; Krahl ez al. 2019). Esta fenofase
coincide com o periodo de maior abundéincia das abelhas Euglossine (Ferreira et al.
2019). A longa vida ttil das flores, aliada a receptividade do estigma em um cendério de

escassez de polinizadores possibilita maior tempo de oportunidades de visitagao (Spigler
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2017). No entanto, o alto custo energético associado a manuten¢do das flores é
compensado pela rdpida senescéncia das flores de G. blanchetii apés a deposic¢ao do pdlen
no estigma, tal mecanismo também € observado em outras orquideas [e.g, Mystacidium
venosum Harv. Ex Rolfe (Luyt & Johnson 2001); Myrmecophila christinae Carnevali &
GoOmez- Juarez (Parra-tabla et al. 2009); Acrolophia cochlearis (Lindl.) Schltr. & Bolus
(Peter & Johnson 2009); Cohniella ascendens (Lindl.) Christenson (Abdala-Roberts ef al.
2007); Catasetum uncatum Rolfe (Milet-Pinheiro et al. 2015); Cymbidium dayanum
Rchb.f.,, Gard. Chron (Matsuda & Sigiura 2019)]. O periodo de frutificagdo tem
distribuicdo menos agregada durante o ano, e isso pode ter sido ocasionado devido ao
tempo longo de maturagdo dos frutos (entre cinco e seis meses). A deiscéncia dos frutos
de G. blanchetii ocorreu na estagcdo seca (entre outubro e dezembro), coincidindo com os
resultados encontrados em outras espécies de orquideas epifitas (Madison 1977) uma vez
que isso favorece a dessecacdo dos frutos e a dispersdo das sementes pelo vento (Arditti
& Ghani 2000).

Como as flores ndo frutificaram nos tratamentos de agamospermia e
autopolinizacdo espontinea, concluimos que vetores bidticos sdo necessarios para a
producdo de frutos e sementes, consistentes com as observagdes de Monteiro (2007) em
outras espécies de Galeandra (G. cristata Lindl. G. santarenensis S.H.N. Monteiro &
J.B.E.Silva, G. stangeana Rchb.f. e G. styllomisantha (Vell.) Hoehne). A taxa de
frutificacdo natural de G. blanchetii € baixa, algo comum em orquideas tropicais (Krahl
et al. 2019; Albuquerque et al. 2020; Reyes et al. 2021). No entanto, a0 observamos a
frutificacdo natural em espécies que sao flores de engano (Pellegrino et al., 2005; Pansarin
et al., 2008; Suetsugu et al., 2015; Caballero-Villalobos et al., 2017; Aguia & Pansarin,
2019) e em espécies com flores que produzem perfumes, como nos géneros Dichaea
Lindl. (Nunes et al. 2016), Catasetum Rich. ex Kunth (Milet et al. 2015; Brandt et al.
2020), Gongora Ruiz & Pav. (Martini et al. 2003) e Zygopetalum Hook (Nunes et al.
2017), a taxa de G. blanchetii foi notoriamente superior, isto pode estd relacionado a
presenca do mecanismo de atracao de buca por néctar e também do perfume, ocasionando
maiores chances de visitas que podem resultar na polinizagao.

Representantes de Galeandra sdo associadas a orquideas polinizadas por engano
alimentar (Ackerman 1986; Nilsson 1988; Jersikova et al. 2006; Pansarin & Maciel
2017), pelo fato de possuir cdlcar sem presenga de néctar visivel. Porém nossos resultados
da biologia floral ndo apoiam que ocorre unicamente o engano alimentar, visto que as

flores de G. blanchetii também produzem perfumes florais que servem como recurso para
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machos de abelhas Euglossini. Os osméforos tendem a estar dispostos adaxialmente em
orquideas, nas sé€palas, pétalas, labelo ou na coluna (Bernhardt & Burns-Balogh 1986;
Vogel 1990; Dressler 1993). Em G. blanchetii o local mais difundido de emissdo de
perfume foi o labelo tendo osméforos epidérmicos com tricomas glandulares
unicelulares, ambos com actumulo de substancias lipidicas e terpendides, que sdo os
constituintes dos perfumes (Williams & Whitten 1983).

Além disso, considerando a disposi¢do dos tricomas serem em linhas
longitudinais, estes podem servir como guias de recurso, conforme relatado para espécies
de Vanilla (Pansarin 2022; Pansarin & Ferreira 2022), incentivando os visitantes
seguirem até a regido do célcar. No entanto, o parénquima de G. blanchetii ndo € secretor,
diferente do observado em espécies de Catasetum (Franken et al. 2016; Reposi et al.
2021) e Stanhopea (Anton et al. 2012). A volatilizagdo em G. blanchetii ocorre por meio
de uma cuticula fina, visto que, ndo foram observados estdmatos ou poros, algo comum
em espécies polinizadas por machos de abelhas Euglossini (Dudareva & Pichersky 2006;
Anton et al. 2012; Pansarin et al. 2014). O amido encontrado na epiderme secretora, nos
tricomas e proximo aos feixes vasculares ndo foi observado em nenhum outro lugar do
parénquima subjacente. A presenca de amido proximo em regides de osmoforos €
comum, como encontrado em Stanhopea, Cycnoches e Vanilla (Anton et al. 2012;
Pansarin 2022). Esse amido estd associado ao suprimento de energia para a producdo
volatil (Vogel 1963; Stern et al. 1987; Dudareva & Pichersky, 2006).

O perfume floral € um importante atrativo para sistemas de polinizacdo que
envolvem machos de abelhas Euglossini (Dressler 1982; Sazima et al. 1993). Pesquisas
mostram que uma gama cada vez mais diversificada de componentes podem mediar tais
interagdes (Dressler 1982; Nunes et al. 2016; Brandt ef al. 2020; Opedal et al. 2020). Os
principais compostos responsaveis pelo perfume de G. blanchetii sdo o salicilato de
metila e benzoato de metila, ambos considerados atrativos para diversas espécies de
Orchidaceae polinizadas por machos de abelhas Euglosisni (e.g. Hills et al. 1972; Gerlach
& Schill 1991; Hetherington-Rauth & Ramirez 2016; Nunes et al. 2016; Milet-Pinheiro
et al. 2018, 2022), inclusive com registro de iscas de salicilato de metila atraindo abelhas
Euglossa securigera (Dressler, 1982) (Martins et al. 2018) e Eulaema nigrita (Lepeletier,
1841) (Brandt et al. 2021) e benzoato de metila sendo forte atrativo para Euglossa cordata
(Linnaeus, 1758) (Brand et al.2021). Por outro lado, o composto volatil nonanal, que
esteve presente em poucas amostras de G. blanchetii, esta associado a sinalizagdo de

recompensa de néctar para abelhas, como foi apontado por Liu et al. (2022) em doze
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espécies de angiospermas. Portanto, a presenca sutil de nonanal seria mais um fator de
reforco da polinizagdo por engodo em G. blanchetii. Em Galeandra minax Rchb.f.,
Gerlach & Schill (1991) identificaram os componentes volateis acetato de benzila e 1,8-
cineol. Nesse estudo sobre G. blanchetii registramos, em comum com G. minax, apenas
acetato de benzila, indicando que a variacdo da fitoquimica dos perfumes florais pode ter
importancia taxondmica e implicagdes evolutivas.

A confirmacio dos perfumes florais atuando como recurso para polinizadores em
G. blanchetii foi comprovada pela observacdo de um macho de Euglossa securigera
coletando os 6leos volateis da superficie do labelo (Video 1). Esse processo de raspagem
para retirada do perfume é realizado com o par anterior de pernas dos machos de
Euglossini (Dodson 1962; Dressler 1982), que posteriormente transferem esse recurso
para o segundo par de pernas e desses para as tibias dilatadas das pernas posterior (ou
orgdo tibial) (Vogel, 1963; Cruz-Landim 1965; Etlz et al. 1999). Esses perfumes sdo
utilizados por machos de abelhas durante a exibicdo de corte as fémeas aumentando a
chance de acasalamento e de gerar mais descendentes (Henske er al. 2023). Porém, estas
espécies ndo dependem apenas das orquideas para adquirir perfumes, podendo coleta-los
de outras familias de angiospermas, ou ainda em fontes extraflorais, como em madeiras
deterioradas, frutas, folhas e em cogumelos (Whitten et al. 1993; Pemberton &Wheeler
2006; Cappellari & Harter-Marques 2010; Karremans et al. 2023).

Do ponto de vista da reproducdo da planta, para retirar o polindrio a abelha
necessita ir até o cdlcar em busca de néctar removendo-o na saida da flor aderindo ao final
do seu escutelo. Tanto machos como fémeas foram observadas entrando no labelo em
buscar de néctar com lingua estendida, corroborando com o mecanismo de engodo
alimentar ja sugerido em outras espécies de Galeandra (Watteyn et al. 2023;
Albuquerque et al. 2021). Nossos dados mostram que apenas duas espécies de Euglossa
machos (E. securigera e E. cordata) estiveram envolvidas na transferéncia de pdlen, o
que reforca os achados de Pearson et al. (1985) e Ramirez et al. (2011), com polinérios
de Galeandra em espécies de Euglossa, sugerindo que algumas abelhas do género
realmente atuam como polinizadores efetivos. A polinizacdo por abelhas Euglossa
machos parece ser especifica e estd associada principalmente a composi¢do quimica e
secundariamente aos tamanhos das abelhas com o comportamento apropriado para
realizar a polinizacdo na visita (Nunes et al. 2017; Watteyn et al. 2022,2023; Ackerman
et al. 2023). Apesar das frequéncias de visitas de fémeas, ndo observamos transporte de

polindrios, o que pode ser devido as medidas da “altura do torax™ (4.1 £ 0.29) encontradas
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serem menores que a dos machos (Tab. S5), impossibilitando a remog¢ao do pdlen.
Individuos de Trigona sondaram principalmente na regido do labelo com tricomas tendo
o comportamente de forrageamento, no entanto G. blanchetii ndo apresenta tricomas
comestiveis (Krahl ef al. 2019). Além disso, a frequéncia da busca por néctar foi maior
do que a busca por fragrancia, diferente do observado em Vanilla (Pansarin 2023).
Nossos resultados confirmam nossa hipdtese inicial e apontam que o sistema de
polinizacdo de G. blanchetii tem semelhancas com as demais Catasetinae, porém de
forma distinta, mantém caracteristicas melit6fitas. Dado seu posicionamento filogenético
como género irmdo dos demais na subtribo que produzem compostos volateis como
recompensa e que sdo polinizados por abelhas machos Euglossini (Whitten et al. 2013;
Pansarin & Maciel 2017), Galeandra surge como um modelo para compreender essa
questdo ja que possui caracteristicas florais de transi¢cdo (Ollerton 2017), visto que, a
morfologia do género sugere mudancas evolutivas associadas principalmente ao processo
de polinizagdo (Martins et al. 2018). Nossos resultados tém impactos importantes no
entendimento sobre a origem das flores de perfume a partir de flores de engodo, uma

questao pouco abordada na literarura (Fenster ef al. 2004; Ramirez et al. 2011).

Conclusao

Galeandra blanchetii apesar de ser autocompativel, depende exclusivamente de
vetores bidticos para a reprodugdo. Embora estudos anteriores tenham especulado que as
espécies de Galeandra atraiam seus polinizadores apenas por engodo, nossos dados
revelam que G. blanchetii atrai seus polinizadores por um mecanismo duplo, que combina
perfumes como atrativo floral, e por meio do engano alimentar. Esse engodo alimentar é
tao eficiente que também € capaz de atrair fémeas de Euglossa, que nunca visitam flores
de outros géneros de Catasetinae em busca de néctar € muito menos devido as suas
fragrancias florais, procuradas apenas pelos machos. Os tnicos polinizadores efetivos (ou
seja, transportaram o polindrio) foram machos de duas espécies de Euglossa (Euglossa
securigera e E. cordata) e uma de Centridini (Epicharis sp.). Apesar dos machos de
Euglossa buscarem perfume nos osmoéforos do labelo de G. blanchetii, a simples
escovacao ndo garante a polinizacdo efetiva, sendo necessdrio que eles também entrem
nas flores até o calcar nao funcional em busca de néctar. No retorno em marcha a ré,
entram em contato com o polindrio posicionado estrategicamente na regido apical da
coluna. Esse foi o primeiro registro do mecanismo de polinizacao por machos de Euglossa

em flores de Galendra. Os resultados das nossas investigacdes demonstram que G.
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blanchetii tem semelhancas com o sistema de polinizacdo das demais Catasetinae no
aspecto de produzir e emitir fragrancias que atraem FEuglossini. Porém, mantém
caracteristicas melit6fitas incomuns para o grupo. Estudos posteriores com outras
espécies de Galeandra poderdo auxiliar na busca de elementos especificos e comuns
dentro de Catasetinae, contribuindo para um melhor entendimento das relagdes evolutivas

em Catasetinae e Orchidaceae.
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TABELAS

Tabela 1. Visitantes e polinizadores registrados em Galeandra blanchetii (Orchidaceae) em populagoes

naturais em S3o Luis, no estado Maranhao, Brasil., nos anos de 2018 a 2023.

Familia/Tribo/Espécie Numero de Visitas Comportamento
Apidae (CERATININI)

Ceratina sp 2 BN
Epicharis sp 1 BN*
Apidae (EUGLOSSINI)

Euglossa sp (9) 11 BN
Euglossa amazonica (Dressler, 1982) (&) 1 BN
Euglossa cordata (Linnaeus, 1758) (&) 3 BN/CP*
Euglossa securigera (Dressler,1982) (&) 6 BN/CP*
Euglossa sp (sex indet.) 11 BN
Eulaema nigrita (Lepeletier, 1841) (&) 1 ED
Apidae (MELIPONINI)

Trigona fulviventris (Guérin-Méneville, 1844) () 5 BN/CE
Hesperiidae

Saliana saladin catha (Evans, 1955) 1 BN

Naio identificado 1

AC
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Legenda: Insetos do tipo visitante: entrou direto na flor na flor em buscar por néctar (BN); coletou perfume

(CP); Acessou o célcar de forma externa (CE); Com polindrio (*).

Tabela 2. Compostos volateis encontrados nas flores de Galeandra blanchetii (Orchidaceae) com base na

andlise de oito amostras.0Os COVs sdo ordenados por drea (%). IR = Indice de Retencdo de Kovats; TR =

Tempo de Retencdo; SD = Desvio padréo.

Abundancia Relativa

Compostos RI
(% + SD)

Alifaticos
1 Hexadecanal 1.817 0,18 + 0,52

Benzenéides
2 Benzaldeido 959 2,73 £2,57
3 Limoneno 1.027 0,08 + 0,23
4 Alcool benzilico 1.035 0,26 + 0,52
5 Benzoato de metila 1.094 28,20 + 22,50
6 Acetato de benzila 1.166 0,11 +0,24
7 Benzoato de etila 1.171 0,78 + 1,29
8 Salicilato de Metila 1.195 55,00 £ 12,91
9 Acetato de 2-feniletila 1.259 0,67 = 1,90
10 Benzoato <(3Z)-hexenil-> 1.573 0,10 + 0,28
11 Benzoato <hexil-> 1.580 0,25 +0,70
12 Benzoato de benzila 1.767 0,46 + 1,30
13 Alcool fenetilico 1.113 0,21 +0,45

Monoterpenos
14 Limoneno 1292 0,08 0,23
15 Bergamal 1.058 0,31 +£0,89
16 Nonanal 1.105 0,64 £ 1,32
17 Decanal 1.206 0,26 £ 0,74
18 Geranilacetona 1.454 0,74 + 1,16
19 Farneseno <(E,E)-, alfa-> 1.509 0,47 £ 1,04
20 Farnesoato de metila <10,11-diol> 1.788 2,17 £5,88
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21 Acetato de 4-metoxifeniletila 1.511 1,37 + 3,87
Sesquiterpenos

22 Elemene <delta-> 1.335 0,02 += 0,07

23 Bourboneno <beta-> 1.385 0,13 +0,37
Copaene <beta-> 1.430 0,12+0,33

24 Elemene <beta-> 1.393 0,16 +0,45

25 Muurola-4(14),5-dieno <cis-> 1.464 0,06 +0,18

26 Amorfeno <gama-> 1.482 0,61 £1,26

27 Nerolidol <(E)-> 1.565 0,30 £ 0,84

Derivados nao terpenos
28 6-metil-5-hepten-2-ona 988 1,61 £ 4,56
FIGURAS

Figura.l. Habito epifita de Galeandra blanchetii (Orchidaceae) (A); Inflorescéncia racemosa com flores

de labelo vinaceo vista frontal (B); Lb: Labelo, Po: Polinario; Inflorescéncia em vista lateral, evidenciando

o formato tubular da flor (C); Cc: cdlcar; Fruto imaturo capsular (D).

; Fruto imaturo capsular.
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Figura. 2. Fenologia reprodutiva de Galeandra blanchetii (Orchidaceae) de janeiro de 2021 a dezembro de
2022 (dois anos seguidos) em Sao Luis, Maranhio, Brasil. (A) fenofases em 2021; (B) fenofases em 2022.

As setas indicam a data média do dngulo das fenfoases.
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Figura. 3. Viabilidade das sementes de Galeandra blanchetii (Orchidaceae), tendo no eixo x os tratamentos
de AU (Autopolinizacdo Manual, n=20), PN (Polinizacdo Natural, n=20), PCM (Polinizacdo Cruzada
Manual, n=20) e no eixo y temos os dados percentuais. Medianas mostradas (linha horizontal central) com
primeiro e terceiro quartis, com limites de valores maximos. Letras diferentes indicam diferengas

significativas de acordo com ao teste de Dunn em p < 0,05.
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Figura. 4. Corte longitudinal da flor de Galeandra blanchetii (Orchidaceae). (sem coloragdo) (A); Testes

positivo com vermelho neutro no labelo, evidenciando os tricomas labelares (osméforos). Detalhe do célcar
com tricomas com coloracdo translicida e amarelada (sem coloracdo) (C). Apés o reagente os Unicos
tricomas que ndo coraram foram os do célcar (D). Se¢des cortadas & mao através do labelo de G. blanchetii:
epiderme unisseriada com Lugol positivo indicando que o amido estd presente somente na epiderme da
superficie adaxial (E) e alguns graos nos tricomas (F). Testes positivo de Sudan IV mostrando gotas de 6leo
nas células epidérmicas cubdides (G), com as células do parénquima cubdides e isodiamétricas ndo
reagentes, (H) e com tricomas unicelulares com contetdo lipofilico (I). O reagente Nadi testou positivo
para epiderme adaxial (J) e para os tricomas unicelulares evidenciaram a presenca também de terpenos no

conteudo interno (k). Barras de escala: A= 4 cm; B-C-D= 1cm; E,H,K= 100 pm; F,G,I,J= 20 pm.
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Figura.5. Abelha Euglossa visitando flor de Galeandra blanchetiii (Orchidaceae) em busca de néctar.
Observar o alinhamento entre a regido dorsal da abelha e a coluna (A). Machos de Euglossa capturados
com polindrio de G. blanchetii: Euglossa cordata, evidenciando o polindrio na regido apical do escutelo

(B). Euglossa securigera com polindrio aderido também na regido apical do escutelo (C).
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Figura 6. Comparagdo das alturas de mesossoma (mm) de FEuglossa spp. com as caracteristicas
morfoldgicas das flores “An” (mm) e “Cn” (mm) de Galeandra blanchetii (Orchidaceae). Os potenciais
polinizadores sdo espécies de Euglossa com uma altura de mesossoma que se encaixa na lacuna “An-Cn”
e uma largura de mesossoma menor que a largura do tubo do labelo. Os polinizadores efetivos de Euglossa
sdo mostradas em roxo, com uma fotografia de Euglossa securigera com encaixe para contato com a coluna

em G. blanchetii. Barra escala B-C: Smm.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

TABELAS
Tabelas. S1. Resumo das observacdes de Galeandra blanchetii (Orchidaceae) realizada

em campo nas duas dreas de estudo em Sao Luis, Maranhao, Brasil.

Espécie Data Duragido Localizac@o Horas

G. blanchetii 23-25 Jun 2018 07h00—12h00 UFMA 15h
01-15 Jul 2018 07h00—12h00 UFMA 75h
03-05 Ago 2018 07h00—12h00 UFMA 15h
03-09 Abr 2019 07h00—12h00 UFMA 35h
01-05 Mai 2019 13h00-17h00 UFMA 20h
23-25 Fev 2021 07h00-12h00 APA ITAPIRACO 15h
13-15 Mai 2022 06h00-17h00 UFMA 30h
06-08 Jun 2022 06h00-17h00 UFMA 30h
10-24 Jul 2022 06h00-17h00 UFMA 150h
06-08 Mar 2023 06h00-17h00 UFMA 30h
13-17 Abr 2023 06h00-17h00 UFMA 50h
09-13 Mai 2023 06h00-17h00 UFMA 50h

Total horas: 515 horas

*UFMA: Universidade Federal do Maranhdo; APA Itapiracé: Area de Protecio Ambiental do Itapiracé.

Tabela. S2. Anilise estatistica circular e testes (r e p) para ocorréncia de sazonalidade das fenofases

reprodutivas de Galeandra blanchetii (Orchidaceae) em populagoes no Maranh@o, Brasil.

Fenofases Data média Angulo médio do Comprimento do Desvio padrao Teste de
(més) vetor vetor médio (r) angular uniformidade de
Rayleigh (p)
Floragdo Mai 140.02° 0.61 56.60° <0.05
2021
Frutificacdo Ago 233.91° 0.37 80.23° <0.05
Floragdo Mai 128.87° 0.61 56.48° <0.05
2022
Frutificacdo Ago 227.04° 0.42 74.51° <0.05

Tabela S3. Resultado da formacgdo de frutos de Galendra blanchetii (Orchidaceae) de acordo com os
tratamentos experimentais e em condi¢des naturais, em plantas de dois locais de estudo em Sao Luis, no

estado do Maranhao, Brasil.
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Tratamento Numero de flores Conjunto de frutos (%) Viabilidade do embrido (%)
2021
Esmasculacao 30 -
Autopolinizacio espontinea 30 -
Polinizacdo natural 42 8 (19,04%)
2022
Autopolinizagdo 30 30 (100%) 68,32% (6.000)
Polinizacdo cruzada 30 30 (100%) 94,22% (6.000)
Polinizacdo natural 46 8 (17,39%) 95.75% (1.600)

Tabela S4. Medidas morfoldgicas de Galeandra blanchetii (Orchidaceae) em populagoes de Sdo Luis,

Maranhio, Brasil

G. blanchetii

Sépala
Dorsal Lateral Pétalas Labelo Calcar Coluna Polinario
25-26x% 25-27 x 21-26.9 56-68x% 10.07- 11-12 x 1.4-1.5 %
5.2-5.3 mm 1.6-1.7 mm
5.1-5.5mm % 5.3-5.5 mm 13-15.7mm  13.87mm 5-5.2 mm
Tabela S5. Andlise histoquimica das flores de Galeandra blanchetii (Orchidaceae).
Resultado
Teste Composto alvo Referéncia
LBad LBab CC
Gregory e Baas,

Vermelho de ruténio Pectina/Mucilagem 1989. - - -
Reagente lugol Amido Jensen 1962. + - -
Sudan IV Lipideos totais Pearse, 1980. + + -
Reagente NADI Terpenos David e Carde, 1964 + + -

Azul brilhante de Coomassie Proteinas Fisher 1968 - -

Feder e
Acido periodico de Schiff (PAS)  Polissacarideos (insoluveis) O'Brien,1968 — - -
Cloreto férrico Compostos fenolicos Johansen, 1940 - - -

(+) reagdo positiva; (-) reacdo negativa.

Tabela S6. Porcentagem de abelhas Euglossa observadas (incluindo as ndo coletadas) com relagdo ao

frequéncia de busca por néctar ou fragrancia observadas em Galeandra blanchetii (Orchidaceae) em S@o

Luis, Maranhéo, Brasil.
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Comportamento  Euglossa spp. (macho) Euglossa spp. (fémea)

N=19) (N=14)
Buscar fragrancia 3 (15,78%) -
Buscar nectar 16 (84,22%) 14 (100%)
Tabelas S7.

Mensuragdes realizadas em flores de Galeandra blanchetii (Orchidaceae) (N=30). AN: Altura do labelo
até a regido média da antera; CN: Altura do labelo até a aba rostela; LT: Largura do tubo floral e CC:

Comprimento do célcar.

Medidas

Espécie
AN CN LT CC

G. blanchetii 5.6+0.86 46+081 74+1.40 129+1.77

Tabela S8. Mensuragdes realizadas nas abelhas coletadas em flores de Galeandra blanchetii (Orchidaceae),

em populacdes naturais no Maranhdo, Brasil.

Altura do térax Distancia intertegular Comprimento da
(mean £ SD) (mean + SD) glossa
(mean = SD)

Euglossa spl (2) 4.1 £0.29 44 +0.34 7.4 +0.59

Euglossa 4,21 4,29 8,68

amazonica
Euglossa 45+0.22 4.6 +0.19 7.6 £0.78
cordata
Euglossa 4.4 +0.16 4.6+0.14 8.3+1.06

securigera
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Eulaema nigrita 7.6 7.2 11.23
Ceratina 1.9 2.1 3.2
Trigona 2.5 2.0 1.8
FIGURAS
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DATUM SIRGAS 2000: Fonte: IBGE: 2000; Autora: Carnag, 2023,

Figura.S1. Mapa do Estado do Maranh@o com ampliag@o para o municipio de Sdo Luis, onde foi realizado
o estudo. Com a figura (A) mostrando o fragmento da Universidade Federal do Maranhdo e as dreas onde
foram feitas as observacdes de Galeandra blanchetii (Orchidaceae) e (B) representando o fragmento da

Area de Protecio Ambiental do Itapiracd.
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Figura.S2. Normais climdticas para precipitacdo e temperatura em Sdo Luis, MA durante os anos de 1991

e 2020 (Estacdo convencional, COD: 82280, INMET).

Figura. S3. Flor inteira de Galeandra blanchetii (Orchidaceae) (A); Corte longitudinal da flor evidenciando

as caracteristicas florais medidas: CC: comprimento do célcar, AL: Altura do labelo, CN: altura do labelo

até a aba rostelar, AN: altura do labelo até a regido média da antera.

30 dias 60 dias 150 dias

Figura.S4. Desenvolvimento da capsula de Galeandra blanchetii (Orchidaceae) apds a polinizagdo manual

(dia 3) até a deiscéncia (150 dias);
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Figura. S5. Frequéncia total de visitagdo e periodo de visitacdo nas flores de Galeandra blanchetii

(Orchidaceae) (época de floragcdo 2018 a 2023) em fragmentos de floresta amazdnica, nordeste do Brasil.

Figura.S6. Abelha Eulaema nigrita em busca de néctar em flor de Galeandra blanchetii (Orchidaceae)
(A); Abelha Trigona saindo da flor tubular (B); Lepidoptera Saliana saladin catha realizando uma visita

(D); Formiga Crematogaster na insercdo de sépalas e pétalas (E).

MATERIAL SUPLEMENTAR DE VIDEIO

Video S1: Visitas de fémea de Euglossa em busca de néctar em flor de Galeandra
blanchetii (1080 pixels).

Link:
https://drive.google.com/file/d/1IPAFmC6PMIWUSo06lkbtodZEnUnWD8sQfA/view
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Video S2: Macho de Euglossa coletando fragrancia em Galeandra blanchetii. (1080
pixels).

Link:

https://drive.google.com/file/d/1237714naql8tZvFuaeu04uuk VVN6j3sl/view ?usp=shari

ng
Video S3: Macho em busca de néctar em flor de Galeandra blanchetii:

Link: https://drive.google.com/file/d/1SLyvOptC3ebYDIQx6elVnSR6HjY V6 VIt/view

Video S4: Visitas de Trigona em busca de néctar em flor de Galeandra blanchetii (1080
pixels)
Link:https://drive.google.com/file/d/1Kf8S1JtulbZB49nuOX0ZYycFaP7k6tFO/view Tus
p=sharing

Video S5: Visitas de Epicharis em busca de néctar em flor de Galeandra blanchetii (1080
pixels, Resolu¢do Baixa)
Link:https://drive.google.com/file/d/1SFy4jvZSPLzfmpVb7RYiXaOCGSL Vagkk/view

?usp=sharining

ANEXO - NORMAS DE SUBMISSAO PARA O PERIODICO PLANT
BIOLOGY

AIM AND SCOPE

Plant Biology is an international journal of broad scope bringing together the different
subdisciplines, such as physiology, molecular biology, cell biology, development,
genetics, systematics, ecology, evolution, ecophysiology, plant-microbe interactions, and
mycology. Plant Biology publishes original problem-oriented full-length research papers,
short research papers, and review articles. Discussion of hot topics and provocative
opinion articles are published under the heading Acute Views. From a multidisciplinary
perspective, Plant Biology will provide a platform for publication, information and
debate, encompassing all areas which fall within the scope of plant science. Plant Biology
does not publish papers which focus on plant breeding, medicinal plants, or agricultural

practices. A rigorous, independent peer-review system will guarantee that all work


https://drive.google.com/file/d/1z377l4naqI8tZvFuaeu04uukVVN6j3sI/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1z377l4naqI8tZvFuaeu04uukVVN6j3sI/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1SLyvOptC3gbYDlQx6elVn5R6HjYV6VJt/view
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appearing in Plant Biology will be of the highest standard and of great significance to
plant biologists. In addition, the journal has a rapid review process, with online
manuscript submission assisting to streamline the process. Plant Biology provides a
platform for publication of information and debate, encompassing all areas of plant
science.

EDITORIAL POLICY

Plant Biology publishes research results from all fields of plant science. Manuscripts must
be of general interest, not only addressed to a specialized readership. The journal
encourages publications with an interdisciplinary approach. Plant Biology accepts 1.
Problem-oriented original research articles (maximum 9000 words) 2. Problem-oriented
short research articles (maximum five typeset pages) 3. Concise review articles 4.
Viewpoints, i.e., comments on actual problems and provocative opinion articles. 5. Short
review articles (4,000 words excluding references and figures). Purely descriptive papers
will not be accepted. The Editors welcome contributions from all over the world.

DATA SHARING AND DATA ACCESSIBILITY

Plant Biology encourages authors to share the data and other artefacts supporting the
results in the paper by archiving them in an appropriate public repository. Authors should
include a data accessibility statement, including a link to the repository they have used,
in order that this statement can be published alongside their paper.

SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

Please submit your manuscript online at ScholarOne Manuscripts. To submit a
manuscript through ScholarOne Manuscripts, please follow these instructions: 1. If you
do not yet have an account, go to http://mc.manuscriptcentral.com/plabio and click on
'Create Account'. You will then be sent a password by e-mail. If you already have an
account, enter your user ID and password and click on 'Log In'. (Note: if necessary you
can change your password under 'Edit My Account'.) 2. On the welcome page, click on
'Corresponding Author Center'. 3. You then reach the 'Author Center Dashboard', click
on the star icon for manuscript submission. 4. Follow the steps 1-7 until manuscript
submission is completed. The main document including title, abstract, key words (MS
Word file), tables (MS Word files) and figures (*.eps, *.tif or * jpg files) are loaded onto
the system as individual files. The text should be written double spaced and with line
numbering. (Note: you may also interrupt the online submission and continue at a later
time.) Authors are encouraged to provide additional information as Supporting

Information that will be accessible online. 5. Fast- Track Publication: Plant Biology offers



102

special handling of manuscripts that have been rejected from very high-level journals.
Authors are encouraged to enclose the original manuscript, the reviews plus the
comments from the editor, and the revised manuscript of previously reviewed
manuscripts to expedite their handling as your manuscript may be accepted based on the
previous reviews. Please also include a letter with a point by point response to the
concerns raised by the reviewer(s). You will receive a final decision from the Managing
Editor within a few days of submitting manuscripts with reviews. 6. Authors should
address the following points in their cover letter. 1. What are the aims and hypothesis of
their paper?; 2. What new achievements or innovations do they present?; 3. What is the
general significance of their paper and why is it timely? 7. Submission of your manuscript
will be confirmed by an e-mail that will give you the 'Manuscript ID Number'. Please
refer to this number in all correspondence with the editorial office. With your submission,
you guarantee that all co-authors agree with the submission of the manuscript. Should
you encounter difficulties submitting a manuscript to ScholarOne Manuscripts, please
contact the editorial office by e-mail at annette.schlierenkamp @ctp.uni-freiburg.de. Help
is also available on the introductory page of ScholarOne Manuscripts in the form of an
'Online User’s Guide'. To access the guide, click on 'Get Help Now' in the top right-hand
corner.

ONLINE PRODUCTION TRACKING IS NOW AVAILABLE FOR YOUR ARTICLE
THROUGH WILEY'S AUTHOR SERVICES

Author Services enables authors to track their article - once it has been accepted - through
the production process to publication online. Authors can check the status of their articles
online and choose to receive automated e-mails at key stages of production. The author
will receive an e-mail with a unique link that enables them to register and have their article
automatically added to the system. Please ensure that a complete e-mail address is
provided when submitting the manuscript. Visit http://authorservices.wiley.com/bauthor
for more details on online production tracking and for a wealth of resources including
FAQs and tips on article preparation, submission and more.

CONDITIONS FOR PUBLICATION:

Research articles may be submitted that have not been published previously, even as a
summary. Concise presentation is required. Although the non-specialist reader should be
kept in mind when abstracts, introductions and discussions are written, lengthy review
type introductions and speculative discussions should be avoided. Experimental methods

should be explained in detail except for standard procedures. Diffuse and repetitive style
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should be avoided. Illustrations and tables should be limited to the truly essential material.
Plant Biology preferentially publishes short research articles (five typeset pages
maximum) that will be reviewed with high priority. Concise review articles that
synthesize the state of the art in an original way are highly desirable for this journal.
Viewpoint contributions should contain brief comments on an actual problem (2-3 typeset
pages). Short review articles should be 4,000 words in length excluding references and
figures.

CROSSCHECK FOR PLAGIARISM:

All submissions will be run through CrossCheck to identify any plagiarism. If an author
is found to have plagiarized all or parts of his or work, the author's institute will be notified
of the breach of scientific conduct.

ARTICLE PREPARATION SUPPORT:

Wiley Editing Services offers expert help with English Language Editing, as well as
translation, manuscript formatting, figure illustration, figure formatting, and graphical
abstract design — so you can submit your manuscript with confidence. Also, check out
our resources for Preparing Your Article for general guidance about writing and preparing
your manuscript.

LENGTH OF PAPERS:

Papers should not exceed 8 printed pages. One typeset page in the journal (without figures
and tables, with about 3 subheads and paragraphs) usually contains roughly 6200
characters. The number of figures plus tables should not exceed 9 (usually not more than
4 sub-figures) and should be factored into the page count, as should the reference list.
Appendices will be published as Supporting Information rather than in the main text.
REFERENCES:

About 40 to 50 references usually fill one printed page.

SUPPORTING INFORMATION:

Authors are encouraged to provide additional materials as Supporting Information that
will be accessible online. Please identify the Supporting Information as such and include
appropriate figure and table captions at the end of the manuscript. Page Charges: Original
research papers longer than the guidelines given above when in proof are subject to a
page charge at a rate of €125 per page above the 8-page limit (first 8 pages are free of
charge). An invoice will be sent to authors for these charges upon publication of their
article in an issue. Review articles are excluded from this rule. Waiving of page charge

will not be accepted.
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ARRANGEMENT:

Research articles Title page: The first page of each paper should indicate: The title, the
authors' names and affiliations, a short title for use as running head, the name, address, e-
mail address, phone and fax number of the corresponding author, 3 to 7 keywords, and a
one-sentence summary of the key message of the paper. Abbreviation: List with
abbreviations where appropriate.

ABSTRACT:

The abstract must be usable as a stand-alone document and must not exceed 250 words.
For all papers submitted from 2016 onwards, a structured abstract is required using four
bullet points to indicate (1) the research conducted including its rationale, (2) central
methods applied, (3) key results, and (4) main conclusions including key points of
discussion. It should not contain citations of other papers. For reviews, bullet points do
not apply. The following sections cover the usual contents: Introduction, Materials and
Methods, Results, Discussion, Acknowledgements, References (see below), Tables (see
below), Figure legends (see below), Illustrations (see below). In Materials and Methods,
Results and Discussion subheadings are possible. If an author chooses to combine
sections Results and Discussion, an additional section Conclusions can be added, but this
must be brief. Concise review articles Choose subheadings as appropriate but do not use
a numbering system. Title page, Key words, Abstract and other items as for full length
papers.

TABLES:

Tables must be serially numbered in Arabic numerals and each must carry a brief
descriptive heading. Tables reproduced from other publications must state their precise
source. Only signs that can be typeset should be used in the tables and legends. Please
provide Tables in Word and include them at the end of the manuscript after the
References, each on a separate page. Refrain from using both tables and graphs to
demonstrate the same results.

FIGURES AND GRAPHICS ELECTRONIC ARTWORK:

It is essential that all artwork is provided in electronic format. Please save vector graphics
(e.g. line artwork) in Encapsulated Post-script (EPS) format and bitmap files (e.g. half-
tones) in Tagged Image Format (TIFF). Detailed information on our digital illustration
standards is available ato http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp. Please
do not embed any tables and/or figures in the text document. If you should encounter

difficulties upon submitting figures and graphics, please contact the editorial office by e-
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mail under annette.schlierenkamp@ctp.uni-freiburg.de or by telephone under ++
49/(0)761/203-8300.

REFERENCES

The list of references must include all (but no additional) references quoted. A maximum
of 100 references are allowed. Arrange references alphabetically according to author
name, not chronologically. The name of the journals containing the cited papers should
be given in full. Town/city and country names should be provided for non-journal refs.
Each article reference should be given as in the following example: Alfano J.R., Collmer
A. (2004) Type III secretion system effector proteins: double agents in bacterial disease
and plant defence. Annual Review Phytopathology, 42, 385—414. Books or other non-
serial publications which are quoted in the references must be cited as follows: Gage J.D.,
Tyler P.A. (1991) Deep-sea Biology: A Natural History of Organisms at the Deep-sea
Floor. Cambridge University Press, Cambridge, UK: 504 pp. Lester R.N., Hasan S.M.Z.
(1991) Origin and domestication of the brinjal eggplant, Solanum melongena, from S.
incanum, in Africa and Asia. In: Hawkes J.G., Lester R.N., Nee M., Estrada N. (Eds),
Solanaceae III: Taxonomy, Chemistry, Evolution. Royal Botanic Gardens, Kew; London,
UK: 369-387. Articles not yet published may only be cited if they have definitely been
accepted for publication. They must be denoted by the expression 'in press'. We
recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference
management and formatting. Data Citations In recognition of the significance of data as
an output of research effort, Wiley has endorsed the FORCEI11 Data Citation Principles
and is implementing a mandatory data citation policy. Plant Biology requires data to be
cited in the same way as article, book, and web citations and authors are required to
include data citations as part of their reference list. Data citation is appropriate for data
held within institutional, subject focused, or more general data repositories. It is not
intended to take the place of community standards such as in-line citation of GenBank
accession codes. When citing or making claims based on data, authors must refer to the
data at the relevant place in the manuscript text and in addition provide a formal citation
in the reference list. We recommend the format proposed by the Joint Declaration of Data
Citation Principles: [dataset] Authors; Year; Dataset title; Data repository or archive;
Version (if any); Persistent identifier (e.g. DOI) Graphical abstracts Plant Biology is
excited to offer Graphical Abstracts to authors to introduce and expand on their research
in a more visual and dynamic way. Upon acceptance of the manuscript, the authors should

be prepared to submit a self-explanatory graphical abstract to the editorial office and to
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deposit the original data in a data repository or archive and provide the persistent
identifier (eg DOI). This is an essential requirement before the manuscript can be
forwarded to production. o Instructions on how to submit a Graphical Abstract:
Immediately after acceptance of a manuscript, the authors should: ¢ prepare a .doc file
which includes: - the article title; - the authors' names (corresponding author indicated by
an asterisk); and - a 1-sentence summary (maximum 200 characters) summarizing the key
findings presented in the paper. « Submit a figure that: - best represents the scope of the
paper; o is in .tiff or .eps file formats; o is within the dimensions of 50mm x 60mm; and
0 has a minimum resolution of 300 dpi. * Avoid graphs and other figures with fine detail
due to the relatively small size of this image. * Entitle the .doc file and figure file
‘Graphical Abstract’ and upload to ScholarOne Manuscript (S1M) during the manuscript
submission process. Without this information the manuscript will not be forwarded to
production. Units Plant Biology will follow the system of SI units (Systeme International
d'Unites). Within a given paper chosen units must be uniform. Abbreviation Note that
common abbreviations can be used without explanation. Others must be explained. In
case of doubt always give an explanation. Use FW = fresh weight and DW = dry weight.
Scientific Names Scientific names should be cited in their complete form when first
mentioned with genus - species - authority - cultivar (cv.) or subspecies (ssp.) where
appropriate. Latin names should be underlined or typed in italics. Subsequently the
generic names should be abbreviated, but avoid confusion: e.g. use A. comosus if the only
genus with a first fetter A in your paper is Ananas; but use unambiguous abbreviations if
you have more than one genus with the same first letter, e.g. Ananas comosus, Aechmea
nudicaulis = A. comosus, Ae. nudicaulis, etc. Common names of organisms must be
accompanied by the correct scientific name when first mentioned. For rare or exotic
genera it may be useful to give the name of the family and/or higher taxon in brackets
when first mentioned. Copyright Authors will be required to assign copyright of their
paper to the German Society for Plant Sciences, Royal Botanical Society of the
Netherlands and Wiley. Copyright assignment is a condition of publication and papers
will not be passed to the publisher for production unless copyright has been assigned.
(Papers subject to government or Crown copyright should tick relevant box on the form).
The publishers will not refuse any reasonable request by authors for permission to
reproduce their contributions to the journal. Reprints A PDF offprint of the online
published article will be provided free of charge to the corresponding author, and may be

distributed subject to the Publisher's terms and conditions. The corresponding author will
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be asked to provide up to seven email addresses for early distribution of a PDF offprint
by the publisher. Paper offprints of the printed published article may be purchased if
ordered via the method stipulated on the instructions that will accompany the proofs.
Printed offprints are posted to the correspondence address given for the paper unless a
different address is specified when ordered. Note that it is not uncommon for the printed
offprints to take up to 8 weeks to arrive after publication of the journal. For further
information please contact C.O.S. Printers PTe Ltd, 9 Kian Teck Crescent, Singapore
628875; Fax: +65 6265 9074; E-mail: offprint@cosprinters.com. Author material archive
policy Please note that unless specifically requested, the Publisher will dispose of all
hardcopy or electronic material submitted 2 months after publication. If you require the
return of any material submitted, please inform the editorial office or production editor
as soon as possible after the final decision about publication. Production You will receive
a proof of your article approximately 4 weeks after acceptance. The proof will contain
instructions on how to return corrections and answers to the queries listed at the end of
the proof. Article Promotion Support for Plant Biology Authors Wiley Editing Services
offers professional video, design, and writing services to create shareable video abstracts,
infographics, conference posters, lay summaries, and research news stories for your
research — so you can help your research get the attention it deserves.

As normas completas para publicacio podem ser acessadas em:
<https://www.elsevier.com/journals/current-plant-biology/2214-6628/guide-for-

authors>



