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RESUMO

Orchidaceae, € uma das maiores familias dentre as angiospermas, sdo amplamente conhecidas
pela diversidade de formas e cores de suas flores. Caracteristicas que atraem potenciais
polinizadores e confere a elas uma relagdo, muitas vezes, especifica com os insetos. Os
respectivos géneros em estudo, Gongora Ruiz & Pav., Stanhopea Frost ex Hook. e Coryanthes
Hook., sdo pertencentes a subtribo Stanhopeinae Benth., que consiste de aproximadamente 257
espécies, distribuidas em 20 géneros, sdo orquideas de distribuicdo neotropical e
exclusivamente polinizadas por abelhas Euglossini masculinas. Até o presente momento 0s
estudos anatdmicos envolvendo estruturas secretoras em Stanhopeinae, descreveram as
estruturas produtoras de lipidios, elaiéforos e osmdéforos. E com o intuito de expandir e
contribuir para o conhecimento anatdbmico do grupo Stanhopeinae, este trabalho visou
investigar as estruturas secretoras em espécies de Gongora Ruiz & Pav., Stanhopea Frost ex
Hook. e Coryanthes Hook., orquideas, ocorrentes na Regido Amazonica. As flores foram
coletadas para seguir as analises anatdbmics usuais e amostras reservadas para posterior
incorporacdo ao herbario MG. As Stanhopeinae analisadas, oferecem recompensas produzidas
pelos osmoforos e elaidforos aos seus polinizadores, as abelhas Euglossini machos, enquanto
os nectarios florais e extraflorais produzem o néctar para as formigas, que auxiliam na protecédo

das plantas e flores contra possiveis plantas invasoras e herbivoros iminentes.

Palavras chaves: Osmoforos, elai6foros, nectarios, Orquideas, Polinizacéo.



ABSTRACT

Orchidaceae, is one of the largest families of angiosperms, are widely known for the diversity
of shapes and colors of their flowers. Features that attract pollinators potentials and gives them
a relationship, often specific with the insects. The respective genus under study, Gongora Ruiz
& Pav., Stanhopea Frost ex Hook. and Coryanthes Hook., belong the subtribe Stanhopeinae
Benth., which consists of approximately 257 species belonging to 20 genera, are neotropical
distribution orchid and exclusively pollinated by bees Euglossini male. At the present moment,
the anatomical studies of secretory structures in Stanhopeinae, described the structures that
produce lipids, as elaiophores and osmophores. And in order to expand and contribute to the
anatomical knowledge of Stanhopeinae group, this study aimed to investigate the secretory
structures in species of Gongora Ruiz & Pav., Stanhopea Frost ex Hook., and Coryanthes
Hook., orchids, that occurring in the Amazon region. The flowers were collected for the
analysis usual anatdmics and reserved samples for subsequent incorporation into the herbarium
MG. The Stanhopeinae analyzed, offer rewards produced by osmophores elaiophores and their
pollinators, bees Euglossini males, while floral and extrafloral Nectarios produce nectar for the
ants, which help protect the plants and flowers from potential invasive plants and herbivores

imminent.

Keywords: Osmophores, elaiophores, nectaries, Orchids, Pollination.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Orchidaceae A. Juss, é uma das maiores familias de plantas floriferas e pertencem a
ordem Asparagales (Dressler, 2005). Exibem caracteristicas como, flores de diversas formas e
cores altamente especializadas que servem para atrair insetos e propiciar a polinizacéo cruzada
(Dressler 1993).

As flores de Orchidaceae apresentam uma estrutura relativamente uniforme, e consta de
dois verticilos trimeros (3 sépalas e 3 pétalas), sendo gque a pétala mediana denominada labelo,
geralmente € maior e pode possuir ornamentacdes (calos) ou glandulas descritas como
nectarios, elai6foros, osmoforos, etc., com funcBes relacionadas ao processo de polinizacdo
(Dressler, 1993; Singer, 2004).

Ao longo dos ultimos 20 anos, uma série de estudos investigou a anatomia das glandulas
florais em orquideas e sua relevancia para a polinizacdo. Entre as glandulas descritas até agora
estdo: elaioforos e osmaforos (Stpiczynska et al., 2007; Stpiczynska & Davies, 2008; Wiemer
et al., 2008; Aliscioni et al., 2009; Davies & Stpiczynska, 2009; Pansarin & Amaral, 2008;
Pansarin, et al., 2009; Pansarin & Pansarin, 2011; Anton et al., 2012; Davies & Stpiczynska,
2012; Blanco et al., 2013; Francisco & Ascensdo, 2013); tricomas secretores (Davies &
Stpiczynska, 2006); nectarios florais e extraflorais (Figueiredo & Pais, 1992; Galetto et al.,
1997; Stpiczynska & Matusiewicz, 2001; Stpiczynska et al., 2003; Stpiczynska et al., 2005;
Leitdo, 2007; Moreira et al., 2008; Aguiar et al., 2012; Pansarin et al., 2012; Nunes et al., 2013);
e outras estruturas (van der Pijl & Dobson, 1966; Davies et al., 2005; Mayer et al., 2011;
Cardoso-Gustavson et al., 2014).

Em Orchidaceae, osméforos, elai6foros e nectarios sdo comumente encontradas (van
der Pijl & Dobson, 1966; Dressler, 1993; Pridgeon et al., 1999). Entretanto, para as flores de
Stanhopeinae, somente os osmoforos foram registrados, os quais encontram-se localizados na
superficie adaxial de sépalas, pétalas ou no labelo (Whitten, 1985; Dressler, 1993). Essas
glandulas foram descritas anatomicamente como células epidérmicas papilosas ou ndo, além de
tricomas unicelulares (Curry et al., 1991; Stpiczynska, 1993; Ascenséo et al., 2005; Melo et al.,
2010).

Sabe-se que todas as espécies de Stanhopeinae possuem glandulas que secretam
recompensas florais, como as fragrancias (Dressler, 1968; Pansarin et al., 2006; Pansarin &
Amaral, 2009). No entanto, a estrutura e distribuicdo das glandulas secretoras nas flores da

subtribo tém sido pouco estudadas.
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Os estudos anatémicos realizados até 0 momento com espécies de Stanhopeinae sao
com: 6rgdos vegetativos (Solereder & Meyer, 1930; Williams, 1979; Mgller & Rasmussen,
1984; Pridgeon, 1987; Dressler, 1993; Stern & Morris, 1992), e 6rgaos reprodutivos,
envolvendo especialmente osmoforos e elaidforos (Solereder & Meyer, 1930; Vogel, 1962;
Pridgeon & Stern, 1983; Williams, 1983; Stern et al., 1987; Curry et al., 1991; Silva, 1992;
Williams & Whitten, 1999; Antén et al., 2012; Pansarin et al., 2009; Pansarin et al., 2014).

As flores das espécies dessa subtribo sdo as que tém uma grande plasticidade
morfoldgica e pertencem as mais fascinantes e curiosas de todas as orquideas, devido aos seus
engenhosos mecanismos de polinizacdo, realizados exclusivamente por abelhas Euglossini
machos (Dressler, 1968; Dressler, 1993; Gerlach, 2003; Gerlach & Dressler, 2003; Singer,
2004).

As Stanhopeinae assim como uma ampla variedade de orquideas compdem a
biodiversidade florifera da Amazo6nia, com cerca de 37 espécies distribuidas em 20 géneros
(Bonates, 2007; Barros et al., 2015)

Para a Regido Amazobnica, até o presente momento, estudos anatdbmicos com
Orchidaceae ainda sdo escassos e com pouca literatura especializada, cita-se os trabalhos de
anatomia ecoldgica foliar de Epidendrum huebneri Schitr (Braga & Vilhena, 1981),
ecofisiologia e anatomia ecoldgica foliar espécies de campina na Amazénia central (Bonates,
1993), e do complexo estomatico de espécies nativas do género Catasetum (Lira et al., 1997).
Bonates (2007) foi um dos poucos autores que atentaram para as possiveis estruturas secretoras
em espécies de orquideas ocorrentes na Amazoénia, em especial tricomas e idioblastos. Até o
presente momento, ndo foram encontradas pesquisas com estruturas secretoras em espécies de
Stanhopeinae da Regido Amazonica.

E com intuito de contribuir para o conhecimento morfolégico e anatdmico de espécies
da subtribo Stanhopeinae, este trabalho visa investigar as estruturas secretoras em individuos
dos géneros Coryanthes Hook., Gongora Ruiz & Pav., e Stanhopea Frost ex Hook., ocorrentes

na Regido Amazonica.
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1.1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.1. A familia Orchidaceae A. Juss.

Orchidaceae é o grupo mais basal da ordem Asparagales, esta entre as mais numerosas
familias das Angiospermas e constitui aproximadamente 40% das Monocotiledneas (Dahlgren
etal., 1985; Braga, 1987a; Dressler, 2005). Possui cerca de 24.500 espécies distribuidas em 800
géneros (Dressler, 2005). Representantes da familia podem ser encontrados em todos os
continentes, exceto na Antéartica (Fay & Chase, 2009). No Brasil, estdo registradas por volta de
2.524 espécies e 236 géneros, sendo listadas para a Regido Norte 831 espécies e 156 géneros
(Barros et al., 2014), ocorrendo em todas as formacdes vegetacionais brasileiras (Hoehne,
1949).

Em Orchidaceae, a maioria dos membros sdo ervas perenes, epifitas, terrestres,
rupiculas, hemiepifitas ou saprdfitas, as raizes com micorrizas, tuberosas ou ndo, em geral com
velame, o caule podendo ser simpodial ou monopodial, formando ou ndo pseudobulbos, as
folhas sdo alternas, raramente opostas, disticas ou espiraladas, simples, inteiras, com nervagéo
usualmente paralelinérvia, as inflorescéncias sao racemosas ou paniculadas, algumas vezes
reduzidas a uma uUnica flor, terminais ou laterais, as flores sdo usualmente monoclinas,
zigomorfas, ressupinadas ou ndao, com perianto tepaldide, em geral vistoso, 3 sépalas, livres ou
conatas, 3 pétalas, livres, a mediana diferenciada em labelo e as laterais geralmente semelhantes
as sepalas, estames 1 ou 2 (raramente 3), adnatos ao estilete e ao estigma formando a coluna, e
0 po6len em geral agrupado em polinias (Dahlgren et al., 1985; Dressler, 1993).

A organizacdo dos Orgaos vegetativos € notavelmente diversa, o que contribui para
aumentar a variedade de formas de crescimento (Pabst & Dungs, 1975;) e confere a familia um
alto poder de adaptacdo morfoldgica e funcional a diferentes ambientes, particularmente ao
aereo, como a maioria das Stanhopeinae (Pabst & Dungs, 1975; Benzing et al., 1982). Uma
dessas adaptacdes € a presenca da epiderme multisseriada nas raizes (velame), capaz de
absorver agua e sais minerais, reduz a transpiracdo e oferece protecdo mecanica (Pridgeon,
1986; Benzing, 1987).

Embora as primeiras revisdes sobre anatomia de Orchidaceae sejam de cunho descritivo
(Solereder & Meyer 1930), os caracteres anatdmicos presentes na familia tém sido analisados
sob o ponto de vista ecoldgico/evolutivo, com o intuito de reconhecer o poder adaptativo de

seus representantes (Withner et al., 1974, Dressler 1981).
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As flores de Orchidaceae apresentam um estrutura relativamente uniforme e séo
historicamente apreciadas pela espetacular beleza, devido a ampla variedade de formas, cores
e sua facilidade de hibridizac&o. Exibem estratégias como as recompensas florais e extraflorais,
altamente especializadas para atrair polinizadores, conferindo uma relacdo muitas vezes
especifica com insetos, viabilizando assim a polinizacao cruzada e despertando mais estudos a
cerca de sua biologia floral (Knuth, 1906; Dressler, 1993; Singer, 2004).

A principal recompensa ofertada aos polinizadores nesta familia é o néctar, produzido
em nectarios florais (Dressler, 1993). Em muitas orquideas ha também os chamados nectarios
extraflorais que estdo associados com inflorescéncias e flores, mas ndo diretamente envolvidos
no processo de polinizagdo (van der Pijl & Dodson, 1966; Davies et al., 2003; De Vries &
Stiles, 1990; Flach et al., 2004; Singer & Koehler, 2004). Estas glandulas estdo presentes na
superficie de brécteas florais como em Cymbidium Sw., Vanda Jones ex R. Br., Oncidium Sw.,

e muitos outros (Stpiczynska, 1997).

1.1.2. Stanhopeinae Benth.

Stanhopeinae (Epidendroideae, Cymbidieae) possui cerca de 257 espécies
compreendidas em 20 géneros com distribuicdo neotropical (Dressler, 1993; Chase et al., 2003;
Pridgeon et al., 2009). As espécies da subtribo podem ser caracterizadas como ervas epifitas ou
terrestres, com pseudobulbos uninodais; as folhas s&o terminais, articuladas, geralmente
pecioladas; a inflorescéncia é lateral, com uma ou varias flores em espiral; as flores tem
tamanho variado, muitas vezes pendentes e hermafroditas; com coluna alada ou néo; as anteras
sdo terminais ou ventrais; labelo dividido em hipoquilio, mesoquilio e epiquilio; o estigma
inteiro; possuem duas polinias achatadas, com viscidios triangulares, um estipe proeminte
(Rasmussen, 1987; Dressler, 1993; Whitten et al., 2000).

As Stanhopeinae, assim como as Catasetinae, sdo exclusivamente polinizadas por
abelhas Euglossini machos, que a procura de compostos aromaticos, sdo atraidos por
fragrancias especificas (perfumes e aromas) em abundancia que as flores oferecem (Williams
& Whitten, 1983; Dressler, 1993; Gerlach, 2003; Singer, 2004).

As substancias volateis presentes nas fragrancias sdo coletadas através da raspagem das
glandulas produtoras de 6leos (osmoforos e elaidforos) geralmente presentes no labelo. A coleta
é realizada com os tarsos das pernas anteriores e tibias posteriores, onde esses compostos
presumivelmente sdo utilizados como precursores na sintese de um feromonio sexual (Dressler,
1967; Dressler, 1982; Stern et al., 1987; Vogel, 1962; van der Cingel, 2001; Bembé, 2004).
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Porém, a verdadeira utilidade desses compostos nas atividades reprodutivas ainda sao
desconhecidas (Dodson et al., 1969; Dressler 1982; Pansarin & Amaral, 2008).

As flores de Stanhopeinae possuem uma plasticidade morfoldgica muito grande que
auxiliam no processo de polinizagéo, ja que o labelo da maioria dos géneros € muito complexo
(Gerlach, 2003). Coryanthes tem o epiquilio do labelo semelhante a um balde e o polinizador é
temporiariamente retido nesta estrutura, para posteriormente sair por uma cavidade menor da
lateral do epiquilio, deslocando assim o polindrio. Em Stanhopea, o hipoquilio do labelo ¢é
escavado e a abelha ao sair encosta no apice da coluna localizado sobre ela, carregando o
polinario. J& em Gongora o mesoquilio (labelo) é invertido e a abelha forrageia pendurada de
cabeca para baixo, deslizando posteriormente até o apice da coluna, localizado abaixo dela,
deslocando o polinario (Whitten et al., 2000).

1.1.3. Estruturas secretoras

Em grande parte das Angiospermas, as estruturas secretoras estdo presentes, fato que
tem despertado cada vez mais estudos a cerca de sua anatomia, ultraestruturas e quimicos, de
grande importancia taxondmica, e que contribuem para o conhecimento das principais vias de
sintese dos metabdlitos produzidos, como também para o esclarecimento das suas funcdes
fisioldgicas e ecoldgicas (Fahn, 1988).

As estruturas secretoras podem ser divididas em duas categorias: externas e internas.
Nas primeiras, 0 exsudato é liberado para fora das células, enquanto nas ultimas o exsudato fica
contido, mas pode ser liberado, quando a célula é injuriada (Castro & Machado, 2006).

As secrecdes vegetais sdo sintetizadas ou simplesmente acumuladas e eliminadas em
células especializadas, que ocorrem isoladas (idioblastos secretores) ou que constituem
estruturas glandulares altamente diferenciadas (tricomas, emergéncias, bolsas, canais e
laticiferos), uma diversidade de estruturas, que geralmente ndo ha nenhum tipo de relagéo entre
a morfologia e a secrecdo produzida (Fahn, 1979, 1990; Metcalfe & Chalk, 1983; Dickison,
2000).

Os exsudatos ou metabolitos secundarios das plantas, de acordo com a sua rota
biossintética, podem se dividir em trés classes: compostos fendlicos, terpenos e esterdides e 0s
alcaloides (Harborne, 1999). Os flavondides atuam no crescimento, desenvolvimento e defesa
dos vegetais contra o ataque de patdgenos (Dixon & Harrison, 1990), e sdo importantes na dieta
humana, atuando principalmente como anti-oxidantes (Pieta, 2000). Os alcaloides podem ser
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definidos como compostos farmacologicamente ativos (Cordell, 1981). E os terpenos sédo
considerados toxicos e eficazes contra insetos e mamiferos herbivoros (Taiz & Zeiger, 2009).

As solugdes aquosas sao ricas em sais, aminoacidos e agucares, outras sdo misturas mais
ou menos complexas, constituidas essencialmente por metabdlitos primarios (proteinas,
polissacaridos e pectinas) ou por metabdlitos primarios e secundarios (terpendides,
fenilpropandides e alcal6ides) (Evert, 2006).

Em Orchidaceae, as estruturas secretoras comumente encontradas sdo os osmoforos,
elaiéforos e nectarios (van der Pijl & Dobson, 1966; Dressler, 1993; Pridgeon et al., 1999;
Singer, 2004).

Os osmoforos, ou glandulas odoriferas, sdo elementos importantes para manter a
relacdo planta-polinizador, caracterizam-se como 0s principais responsaveis pela producéao e
liberagéo da fragrancia das flores de algumas plantas (Dudareva, 2006; Wiemer et al., 2008).
A fragrancia é comumente produzida por substancias volateis, principalmente terpendides e
compostos aromaticos distribuidos na epiderme de partes do perianto. Além desses compostos
volateis, osmoforos podem secretar também aminas e amonia (Vogel, 1962; Williams &
Whitten, 1983; Vainstein et al., 2001).

Os osmdforos consistem de tecido glandular compacto ou permeado por espacos
intercelulares, geralmente com diversas camadas celulares em profundidade. A camada mais
externa € formada pela epiderme ou por papilas secretoras, cobertas por uma fina cuticula. A
densidade de duas a cinco camadas subepidérmicas pode diferir consideravelmente do tecido
fundamental subjacente ou pode ocorrer variacdo gradual imperceptivel entre elas (Curry et al.,
1991).

Os elai6foros sdo esctrutras secretoras de dleos no estado liquido, e podem ser de dois
tipos diferentes: os tricomais e os epiteliais (Vogel, 1974). Os tricomais sdo compostos de
tricomas glandulares ou excrescéncias unicelulares ou multicelulares da epiderme, onde o 6leo
pode ser secretado e/ou acumulado, ou ele pode ser armazenado abaixo da cuticula até ser
removido pelas patas dianteiras de abelhas. Os epiteliais sdo células epiteliais glandulares ou
epidermicas, com uma ou duas camadas de epitélio colunar (Buchmann, 1987; Endress, 1994).

Os nectarios sdo glandulas especializadas do tecido vegetal que secretam uma
substancia denominada néctar, a qual é composta por aminoacidos, monossacarideos,
dissacarideos, agua, proteinas e outros compostos (Fahn, 1979; Elias, 1983). Os nectarios

geralmente consistem de trés componentes: uma epiderme com ou sem tricomas e estdmatos,
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um parénquima especializado que produz ou armazena o néctar e, um feixe vascular composto
majoritariamente por floema (Fahn, 1979; Pacini et al., 2003; Nepi, 2007).

Os nectérios podem ser classificados de acordo com a posi¢cdo que se encontram no
vegetal. Os nectarios florais (NF), localizados dentro do 6rgdo reprodutor, e extraflorais
(NEFs), quando observados em qualquer parte aérea da planta, como no caule, nas folhas
(peciolo, estipulas e l1damina foliar, inclusive as cotiledonares), nos pedicelos das flores e frutos,
no eixo das inflorescéncias, bracteas e bractéolas (Nicolson & Pacini, 2007). Quanto a funcéo,
as glandulas nectariferas sdo divididas em nupciais (NN), associadas diretamente com a
polinizacdo e/ou extranupciais (NEN), quando ndo apresentam qualquer relagdo com esse
processo, mesmo quando localizadas préximo as partes reprodutivas dos vegetais (Nicolson &
Pacini, 2007).
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RESUMO

As estruturas secretoras produtoras de fragrancias em Stanhopeinae, sdo os osmoforos e 0s
elaioforos. As flores dos membros de Stanhopeinae oferecem as substancias volateis como
recompensa aos seus polinizadores, as abelhas Euglossini masculinas. Na Regido Amazénica
espécies de Stanhopeinae tem ampla distribuicdo. O estudo visou investigar as estruturas
secretoras em espécies de Gongora Ruiz & Pav., Stanhopea Frost ex Hook., e Coryanthes
Hook., com o intuito de ampliar o conhecimento morfoanatémico dessas espécies. As flores
foram coletadas para as analises anatdmicas usuais e amostras foram reservadas para posterior
incorporacdo ao herbario MG. As estruturas secretoras observadas nas espécies estudadas
foram os osmoforos, elaidforos, os nectarios florais e extraflorais, coléteres e idioblastos. As
abelhas Euglossini machos foram observadas nos osmoforos e nos elaiéforos. Os osmaéforos
sdo os responsaveis pela producao das fragrancias volateis nas espécies de Gongora (Gongora
pleiochroma, Gongora jauariensis e Gongora minax) e em Stanhopea grandiflora, e os
elai6foros pelas fragréncias ndo volateis em Coryanthes macrantha. J& os outros visitantes
observados foram as formigas, na regido dos nectarios florais e extraflorais das flores das
espécies em estudo, que oferecem o néctar como recompensa para as formigas, enquanto estas

protegem as plantas e flores.

Palavras chaves: osmoforos, elaioforos, nectarios, Orquideas, glandulas secretoras.
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ABSTRACT

The secretory structures producing of fragrances, as volatile and non-volatile lipids in
Stanhopeinae are the osmophores and elaiophores. The Stanhopeinae flowers offer the
fragrance as a reward to their pollinators, the bees Euglossini male. In the Amazon region
Stanhopeinae species are widely distributed. The study aimed to investigate the secretory
structures in species of Gongora Ruiz & Pav., Stanhopea Frost ex Hook., and Coryanthes
Hook., in order to enlarge the morfoanatdomico knowledge of these species. The flowers were
collected for the analysis usual anatomics and reserved samples for subsequent incorporation
into the herbarium MG. Secretory structures observed in the studied species were osmophores,
elaiophores, floral and extrafloral nectaries, colleters and idioblasts. The bees Euglossini male
were observed in osmophores and elaiophores. The osmophores are responsible for the
production of volatile fragrances in species of Gongora (Gongora pleiochroma, Gongora
jauariensis and Gongora minax) and Stanhopea grandiflora, and elaiophores the non-volatile
fragrances in Coryanthes macrantha. Have others observed visitors were ants in the region of
floral and extrafloral nectaries of flowers of the species studied, which provide nectar as a

reward for the ants while they protect the plants and flowers.

Keywords: osmophores, elaiophores, nectaries, Orchids, secreting glands.
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INTRODUCAO

As flores de Stanhopeinae oferecem as substancias volateis presentes nas fragrancias
como recompensa aos seus polinizadores (Vogel 1962; Williams 1983; Vogel 1990; Whitten et
al. 2000; Gerlach 2003). As substancias volateis sdo coletadas unicamente por abelhas
Euglossini macho, através da raspagem das glandulas produtoras de 6leos com os tarsos das
pernas anteriores e tibias posteriores, esses compostos presumivelmente sdo utilizados como
precursores na sintese de um feromonio sexual (Dressler 1967; Dressler 1982; Stern et al. 1987;
Vogel 1962; van der Cingel 2001; Bembé 2004). Porém a verdadeira funcéo desses compostos
nas atividades reprodutivas ainda sdo desconhecidas (Dodson et al. 1969; Dressler 1982;
Pansarin e Amaral 2008).

Stanhopeinae (Epidendroideae: Cymbidieae) € composta por cerca de 257 espécies
compreendidas em 20 géneros, dentre eles Coryanthes Hook., com aproximadamente 38
espécies, Gongora Ruiz & Pav., com 58 e Stanhopea Frost ex Hook., com 55 (Dressler 1993;
Chase et al. 2003; Pridgeon et al. 2009). A subtribo pode ser caracterizada como ervas epifitas
ou terrestres, com pseudobulbos uninodais; as folhas s&o terminais, articuladas, geralmente
pecioladas; a inflorescéncia € lateral, com uma ou vérias flores em espiral; as flores tem
tamanho variado, muitas vezes pendentes e hermafroditas; com coluna alada ou néo; as anteras
sdo terminais ou ventrais; labelo dividido em hipoquilio, mesoquilio e epiquilio; o estigma
inteiro; possuem duas polinias achatadas, com viscidios triangulares (Rasmussen 1985;
Dressler 1993; Whitten et al. 2000).

As Stanhopeinae assim como uma ampla variedade de orquideas compdem a
biodiversidade florifera da Amazo6nia, com cerca de 37 especies distribuidas em 20 géneros

(Bonates 2007; Barros et al. 2015)
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Para a Regido Amazbnica, até o presente momento, estudos anatbmicos com
Orchidaceae ainda sdo escassos e com pouca literatura especializada, cita-se os trabalhos de
anatomia ecologica foliar de Epidendrum huebneri Schitr (Braga e Vilhena 1981), ecofisiologia
e anatomia ecoldgica foliar espécies de campina na Amazonia central (Bonates 1993), e do
complexo estomético de espécies nativas do género Catasetum (Lira et al. 1997). Bonates
(2007) foi um dos poucos autores que atentaram para as possiveis estruturas secretoras em
espécies de orquideas ocorrentes na AmazoOnia, em especial tricomas e idioblastos. Até o
presente momento, ndo foram encontradas pesquisas com estruturas secretoras em espécies de
Stanhopeinae da Regido Amazonica.

Visto que os estudos anatdmicos das estruturas secretoras em Stanhopeinae ainda sao
incipientes, o objetivo deste estudo foi analisar a anatomia e histoquimica a estrutura com
énfase na localizacdo in situ do exsudato produzido pelas glandulas presentes em Stanhopea
grandiflora (Lodd.) Lindl., Gongora pleiochroma Rchb.f., Gongora jauariensis Campacci &

J.B.F.Silva e Gongora minax Rchb.f., e Coryanthes macrantha (Hook.) Hook.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas seis flores em antese, de trés individuos diferentes de Stanhopea
grandiflora Lindl., Coryanthes macrantha (Hook.) Hook., e Gongora (Gongora pleiochroma
Rchb.f., Gongora jauariensis Campacci & J.B.F.Silva e Gongora minax Rchb.f.), nos meses
de Janeiro — Julho de 2014. Procedentes de localidades do estado do Pard, sendo: Belém,
Ananindeua, Proximidades do Rio Jari, Santa Izabel, Santarém Santa Maria do Para, S&o Félix
do Xingu, Castanhal e Carutapera. Todos as flores utilizadas neste estudo séo provenientes de
cultivo. Apds o florescimento, as espécies foram devidamente identificadas e amostras férteis
das mesmas foram destinadas a confeccdo de exsicatas, as quais encontram-se incorporadas ao

acervo do herbario Jodo Murca Pires (MG) do Museu Paraense Emilio Goeldi.
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As formigas e as abelhas observadas foram coletadas, armazenadas em alcool comercial
e enviadas para a identificacdo por especialista.

Os individuos foram observados desde a fase de botdo até o inicio da floracdo, quanto a
possivel presenca de forrageadores (abelhas e formigas) e em quais regides da flor.

A ocorréncia de glicose nos exsudatos foi verificada através do teste com glicofita Plus
(Accu-chek active — Roche).

Para as analises anatdbmicas, o material coletado foi fixado em FAA 70% (Johansen
1940) e FNT (Lillie 1948 apud Clark 1973), posterior conservado em alcool etilico diluido
(70%). Passado o processo de fixacdo e estocagem/conservacdo, parte das amostras foi
desidratada em serie butilica (alcool butilico terciario) e etilica (alcool etilico) (Johansen 1940)
e incluidas em parafina histoldgica Paraplast Plus® (Sigma)e hidroxietilmetacrilato (historesin
Leica®; Gerrits e Smid 1983). Cortes seriados transversais das regides medianas (7-12 pm de
espessura) foram realizados em micrétomo rotativo (Leica® RM 2245) e corados em safranina
e azul de astra (Gerlach 1969) e azul de toluidina (O’ Brien et al. 1965). As laminas permanentes
foram montadas em resina sintética Permount® (Fisher Chemical) e as semi-permanentes em
gelatina glicerinada (Kaiser 1880).

Para a realizacdo dos testes histoquimicos foram utilizados: o reagente de lugol para a
deteccdo de amido (Johansen 1940); reagente de Fehling para agucares redutores (Sass 1951);
reagente de Schiff (PAS - Periodic Acid Schiff) para carboidratos insoltveis (Jensen 1962);
Sudan 1V para lipideos (Johansen 1940); e vermelho de ruténio para substancias pécticas
(Jensen 1962); Vermelho neutro para detectar lipideos em luz UV (Kirk 1970); Reagente de
NADI para 6leos essenciais e resinas (David e Carde 1964); Xylidine Ponceau para proteinas
(Vidal 1970); Sulfato azul do Nilo para lipideos neutros e acidos (Cain 1947); Acetato de cobre
e acido rubeénico, para acidos graxos; Acido tanico e cloreto férrico 3%, para mucilagem;

Vanilina cloridrica (Mace e Howell 1974) e Azul de Comassie para proteinas (Fischer 1968).
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As fotomicrografias foram obtidas em cdmera digital Cannon modelo A65015, acoplada
em microscopio Zeiss modelo 426126. E as nomenclaturas estruturais foram baseadas em
Metcalfe & Chalk (1950), Whitten (1974); Fanh (1979) e Curry et al. (1991).

Para a analise em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), amostras florais
desidratadas foram processadas em secador de ponto critico de CO2, montadas em suportes
metalicos (stubs) e metalizadas em ouro com 20 nm de espessura por 150 segundos por corrente
de 25 mA. As eletromicrografias foram obtidas em microscdpio eletrénico de varredura Leo
modelo 1450 VP, com escalas micrométricas projetadas nas mesmas condi¢cdes Opticas. As
imagens foram obtidas no laboratério de Microscopia Eletronica de Varredura do Museu
Paraense Emilio Goeldi.

As terminologias descritivas morfoldgicas foram baseadas em Dahlgren et al. (1985) e
Dressler (1993). E as anatdmicas foram baseadas em Metcalfe & Chalk (1950), Fanh (1979) e

Withner (1974).

RESULTADOS

- Aspectos morfolégicos
Stanhopea grandiflora Lindl. Gen. Sp. Orchid. PI. 158, 1832.

A inflorescéncia é pendente e nasce na base do pseudobulbo, porta 3-7 flores com até
17 cm de diametro. As flores sdo brancas com estrias avermelhadas ou amareladas e maculas
castanhas. As sépalas sdo quase totalmente livres entre si, sendo a dorsal ereta, e as laterais
unidas préximo a base e patentes ao labelo. As pétalas sdo igualmente brancas, com margens
revolutas e glabras. O labelo ¢ a parte marcante dessa flor, podendo ser altamente colorido ou
totalmente branco, com maculas ou pequenas estrias vinaceas e dividido em trés segmentos: o

hipoquilio geralmente escavado, onde se liga a base da coluna; o mesoquilio com duas
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projecBes em forma de chifres, geralmente paralelas ao ter¢o superior do labelo, mas as vezes
dobrados em torno dele; e o epiquilio de forma oblonga. A coluna é branca e se estende quase
até o apice do labelo formando um arco, é alargada proximo ao apice onde ha extensdes
semelhantes a alas. Cada flor contém duas polinias elipticas e amareladas ligadas a um Unico
estipe.

O forrageamento de formigas (Dolichoderus sp.) ocorreu nos tricomas digitiformes
presentes na regido das sépalas e bracteas, somente em fase de botdo (Fig. 1A; Fig. 4A-D). A
antese ocorreu no periodo entre seis e sete da manha na primeira semana de Abril, com a
simultanea emissdo das fragrancias. Notou-se apds alguns minutos da antese, a aproximacao da
abelha Euglossini macho (Eulaema sp.) (Fig. 1B—C - passo 1; Fig 4E—H), que pousou sobre o
mesoquilio, e entrou no hipoquilio escavado (Fig. 1C - passo 2; Fig. 4F-G), onde esta localizado
os osmoforos, e 0s rogou com as suas pernas anteriores. Sendo a superficie do labelo cerosa e
lisa, a abelha escorregou levemente até os chifres do mesoquilio que a impediram de cair, e
durante esse processo a abelha foi direcionada para baixo passando pelo apice do epiquilio e
final da coluna, onde se encontra o viscidio que projetou o polinario no escutelo da abelha (Fig.

1C - passo 3; Fig. 4H).

Gongora Ruiz & Pavon. Flora Peruviana et Chilensis Prodrumus 1794:117 & t.25.

A inflorescéncia é pendente e nasce na base do pseudobulbo, portando 10-20 flores, com
até 7 cm de diametro. As flores sdo geralmente perfumadas e de coloracdo variando
principalmente em tonalidades de marrom, as vezes lisas ou as vezes com maculas. As sépalas
sdo livres entre si e possuem margem revoluta; a dorsal € ereta em relacéo a coluna; as laterais
patentes ao labelo ou reflexas; As pétalas sdo patentes, menores que as sepalas. O labelo é
geralmente de cor mais clara do que as sépalas e ornamentados com cornos, divide-se em trés

segmentos: hipoquilio muitas vezes com chifres; o0 mesoquilio sempre com cerdas; e 0 epiquilio
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com uma protuberancia e uma extremidade triangular. A coluna € longa, estreita e ligeiramente
curvada. As polinias sdo duas, amarelas e estdo ligadas a um estipe em forma de escudo.

As espécies apresentam algumas caracteristicas morfoldgicas diferentes, como o
formato do labelo e disposi¢édo de seus cornos, variacdo nas tonalidades de marrom, e o tamanho
de suas flores, Gongora pleiochroma e Gongora jauariensis com flores de aproximadamente 1
cm e Gongora minax com 2 cm.

O forrageamento de formigas (Dolichoderus sp.) ocorreu na regido das bracteas —
nectério —, e a analise da secrecdo com glicofita Plus foi positiva para as trés espécies (Fig. 2A,
C; Fig. 5C-F). Durante a antese (Fig. 2B; Fig. 5G) que ocorreu no periodo entre seis e oito da
manha, a presenca das abelhas Euglossini macho (Eulaema sp. e Euglossa sp.) nas espécies em
estudo foi diferente, quanto a preferéncia das fragrancias, exsudadas pelas sépalas e labelo. Em
G. pleiochroma e G. jauariensis somente as abelhas do género Euglossa sp., forragearam as
flores, enquanto que em G. minax ambas as abelhas, Eulaema e Euglossa, a forragearam (Fig.
2C - passos 2 e 3; Fig 5H, J).

Quanto ao forrageamento das abelhas, foi semelhante em todas as espécies: as abelhas
pousavam especificamente no labelo (mesoquilio) tanto na regido adaxial quanto abaxial, onde
se localizam os osmdéforos. Quando posicionavam-se de “cabega para baixo” para explorar a
regido abaxial do labelo, as abelhas encostaram levemente no apice da coluna onde encontra-
se o viscidio, que projetou o polinario no escutelo das especificas abelhas (Fig. Fig. 2C - passos

2 e 3; Fig. 5H-)).
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Figura 1. Forrageamento dos visitantes em Stanhopea grandiflora Lindl. (A) Formiga Dolichoderus sp.
(B) Flor em antese (C — passos 1, 2 e 3): 1 e 2 — Desembarque da abelha Eulaema sp., no labelo ou
coluna. Detalhe mostra a abelha entrando no hipoquilio escavado e recolhendo a fragrancia na base do

hipoquilio; 3 — Polinario sendo levado sobre o escutelo da abelha. Escala 2 cm.
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Figura 2. Forrageamento dos visitantes nas espécies de Gongora. (A) Formiga Dolichoderus
sp. (B) Flor em antese (C — passos 1, 2 e 3): 1 e 3 — Desembarque das abelhas Eulaema sp. ou
Euglossa sp. no labelo e/ou nas sépalas. Detalhe mostra a abelha no labelo ou nas sépalas,
recolhendo a fragrancia; 1 e 3 — Polinario sendo levado sobre o escutelo da abelha. Escala 1

cm.
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Coryanthes macrantha (Hook.) Hook. Botanical Magazine 58: sub t. 3102. 1831.

A inflorescéncia é pendente e lateral, nascendo na base do pseudobulbo, carrega de 1-3
flores com até 17 cm de didmetro. As flores sdo levemente amareladas, muito perfumadas com
méculas avermelhadas, durante a antese sdo dificeis de descrever devido o complexo
posicionamento dos verticilos florais. As sépalas sdo livres entre si; a dorsal € posicionada
paralelamente a coluna, com &pice totalmente reflexo, as laterais sdo patentes a coluna com
margens fortemente revolutas. As pétalas sdo mais estreitas que as sépalas, tém margens
onduladas, quase sempre pendentes em relagdo ao ovario. O labelo é a estrutura mais
proeminente da flor, este é dividido em trés segmentos: o epiquilio subquadrado, com cavidade
profunda em vista lateral, armazena uma solucdo aquosa secretada pelos cornos; o mesoquilio
que € semitubular, externo e internamente vinaceo, carnoso, externamente pubescente na regido
central; e o hipoquilio que é vermelho-alaranjado, levemente piloso. A coluna é subtubular com
apice alargado com duas alas e base atenuada com dois apéndices corniformes, uma de cada
lado, os quais secretam um exsudato fluido que € acumulado no epiquilio. As polinias sdo duas,
amarelas com estipe curto e robusto, com viscidio arqueado.

O forrageamento de formigas (Dolichoderus sp.), ocorreu na regido das sépalas e
bracteas (Fig. 3A, C; Fig. 6C). A antese ocorreu no periodo entre seis e sete da manhd, com a
simultédnea emissdo das fragrancias, e notou-se ap6s alguns minutos a presenca da abelha
Euglossini macho (Eulaema sp.), na regido adaxial do hipoquilio, em seguida na regido abaxial
(elaiéforos) (Fig. 3B—C - passos 1 e 2; Fig. 6E, G). Observou-se que a abelha aparentemente
atordoada, caiu no epiquilio, em uma estrutura semelhante a um “balde”, que acumula uma
substancia aquosa (mucilagem) secretada pelos cornos, impedinda de voar, a abelha encontra
uma saida localizada na regido inferior do epiquilio com o final da coluna, onde o viscidio esta

localizado, este projetou o polinario em seu escutelo (Fig. 3C - passos 3, 4 e 5; Fig. 6F-1).
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Figura 3. Forrageamento dos visitantes em Coryanthes macrantha (Hook.) Hook. (A—C) Formiga Azteca
sp., nas sépalas e bracteas antes e pos antese (B) Flor em antese (C — passos 1-5): 1 e 2 — Desembarque
da abelha Euglossini Eulaema sp., no labelo (hipoquilio). Detalhe mostra a abelha entrando no
hipoquilio escavado e recolhendo o 6leo; 3 e 4 — A abelha dentro do epiquilio e sua saida pela lateral; 5

— Polinéario sendo levado sobre o escutelo da abelha. Escala 2 cm.
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Figura 4 — Stanhopea grandiflora. (A) Hébito. (B-D) Inflorescéncia pendente e o
forrageamento das formigas Dolichoderus sp., nos botdes florais. (E-H) Antese e
aproximacdo das abelhas Eulaema sp., nas flores. Fotos: Ana Kelly, André Cardoso, Luiz
Otavio, Wanderson Silva, Edilson Freitas e Jaqueline Helen.



Figura 5 — Gongora pleiochroma (J), Gongora jauariensis (G-H) e Gongora minax (I). (A)
Habito. (B) Disposicdo pendente da inflorescéncia. (C) Teste com a glicofita na bractea.
(D-F) Aproximacdo das formigas Dolichoderus sp., nas bracteas. (G-J) Antese e
aproximacdo das abelhas Eulaema sp. ou Euglossa sp., nas flores. Fotos: Ana Kelly, André
Cardoso, Luiz Otavio, Wanderson Silva, Edilson Freitas e Jaqueline Helen.
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Figura 6 — Coryanthes macrantha. (A—C) Desenvolvimento dos botdes florais e a
aproximacio das formigas Azfeca sp., nas sépalas. (D) Teste com a glicofita nas sépalas. (E)
Hébito e antese floral. (F) Cornos apicais secretando mucilagem. (G-I) Aproximagdo
das abelhas Eulaema sp., nas flores. Fotos: Ana Kelly, André Cardoso, Luiz Otavio,
Wanderson Silva, Edilson Freitas e Jaqueline Helen.
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- Aspectos anatdémicos e histoquimica

Stanhopea grandiflora, apresentou tricomas digitiformes abundantes ao longo das
superficies epidérmicas das bracteas, sépalas e ovarios (Fig. 7D, F). Bracteas e sépalas em vista
tranversal, tém as epidermes das faces abaxial e adaxial semelhantes, sdo uniestratificadas,
anisodiamétricas, e com cuticula delgada, as células tém paredes periclinais externas sinuosas
a levemente papilosas, e as internas retas a suavemente curvas, no parénquima subjacente os
feixes vasculares colaterais sdo envoltos por células esclerenquimaticas (Fig. 7A, B, E). Nas
sépalas os estdbmatos e os tricomas digitiformes longos sdo observados somente na face adaxial
(Fig. 7A, C).

A coluna é de formato eliptico e alongada. Em se¢éo tranversal apresenta uma superficie
epidérmica uniestratificada, anisodiamétrica e de cuticula delgada, células com paredes
anticlinais externas e internas levemente curvas, e a superficie externa levemente papilosa e
com tricomas digitiformes ocasionais na superficie (Fig. 7G-J). A regido cortical tem
aproximadamente 12 camadas de parénquima com feixes vasculares colaterais e feixes de fibras
ditribuidos aleatoriamente, o l6culo central com células secretoras e contetdo denso,
evidenciado como mucilagem (Fig. 7K—L).

No labelo (hipoquilio) encontram-se os osmoforos, formado por papilas epidérmicas
multicelulares, com a face adaxial levemente enrugada e células secretoras, subjacente
aproximadamente duas camadas de células subepidérmicas vacuoladas. A epiderme da face
abaxial é papilosa e o parénquima subjacente apresenta feixes vasculares colaterais dispersos
(Fig. 7 M-0).

O ovario é de formato cilindrico e alongado. Em secdo transversal sua superficie
epidérmica é uniestratificada, anisodiamétrica, de cuticula estriada e espessa, as suas células

tém paredes anticlinais externas e internas levemente curvas, a externa sendo mais espessa que
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a interna, e o parénquima cortical tem feixes vasculares colaterais e feixes de fibras ditribuidos
aleatoriamente, aproximadamente duas camadas de células esclerenquimaticas nas
invaginagdes (Fig. 8A-B, E, H, K). Estdmatos e tricomas digitiformes foram observados na
superficie do ovério (Fig. 8D, F), e nas terminagfes das invaginacfes, somente 0s tricomas
digitiformes foram observados (Fig. 81). No I6culo central notou-se a presenca de emergéncias
multicelulares da epiderme (coléteres) (Fig. 8C, G, J, L).

A andlise histoquimica das estruturas secretoras descritas revelaram compostos
heterogéneos como: polissacarideos, nas bracteas, no labelo (Fig. 9D — F), coluna (Fig. 9J) e
ovario (Fig. 9 J); lipideos, no labelo (hipoquilio) e sépalas (Fig. 9G-I, P); proteinas, nas
bracteas, ovario e sépalas (Fig. 9C-D, K, N); monossacarideos (agucares redutores), nas

bracteas e sépalas (Fig. 9A, O); e mucilagem na coluna e ovério (Fig. 9L, M).
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Figura 7 — Stanhopea grandifliora. (A) Bractea. (B) Feixe vascular colateral. (C) Estomatos. (D)
Superficie Bractea e tricoma digitiforme. (MEV). (E) Sépala. (F) Superficie da sépala e tricoma
digitiforme (MEV). (G) Coluna. (H) Superficie levemente papilosa e estomatos. (I) Superficie
epidérmica da coluna (J) Tricoma digitiforme da Coluna (MEV). (K) Loculo Central da Coluna. (L)
Detalhe do exsudato. (M) Labelo. (N) Papilas multicelulares do Osmoéforos. (O) Detalhe das Papilas
levemente enrugadas Escalas Imm, 500pm, 300pm, 250pm, 150pm, 100um e 20pm.
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Figura 8 - Stanhopea grandiflora. (A) Ovario (loculo central). (B) Ovario
(invaginacdo). (C) Detalhe do loculo central, evidente conteiido. (D) Estomatos. (E)
Detalhe do feixe vascular. (F) Tricoma digitiforme na superficie do ovario. (G)
Coléteres no loculo central. (H) Detalhe da invaginacdo. (I) Coléteres na invaginagdo.
(J) Detalhe do coléter no loculo central. (K) Ovario (MEV). (L) Loéculo central (MEV).
(M) Tricomas digitiformes (MEV). Escalas lmm, 500um, 100um, 50um e 20um.
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Figura 9 — Analise Histoquimica das estruturas secretoras florais e
extraflorais de Stanhopea grandiflora. (A,O) Fehling. (B—C, K—N) Xylidine.
(D-E) Reacdo PAS. (F, J) Lugol. (G, P) Vermelho neutro. (H) Nadi. (I)
Sudan IV. (L) Acido Tanico/Cloreto Férrico 3% (M) Vermelho de ruténio.

(A-E) Bractea. (F—I) Labelo. (J-N) Coluna e Ovario. (O—P) Sépala. Escalas
Spm e 20pm.
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As trés espécies de Gongora estudadas (Gongora pleiochroma, Gongora jauariense e
Gongora minax), sdo semelhantes estruturalmente, com tricomas digitiformes ao longo da
epiderme das bracteas e sépalas, e cristais (rafides) de oxalato de célcio distribuidos na regido
parenquimatica das brécteas e ovarios.

A epiderme (faces abaxial e adaxial) das bracteas e sépalas em vista tranversal séo
uniestratificadas, anisodiamétricas, e cuticulas delgadas, com células de paredes periclinais
externas com papilas unicelulares (osméforos), e as internas retas delgadas a suavemente curvas
(Fig. 10A, G-H, J). Os estdbmatos nectariferos foram observados na face adaxial das bracteas
(Fig. 10F), aproximadamente 1-2 camadas de células secretoras subepidérmicas, 1-5 camadas
de parénquima subsecretor, com células heterodimensionais de parede delgada, feixes
vasculares colaterais envoltos de células esclerenquimaticas distribuidos (Fig. 10A-B),
idioblastos cristaliferos (Fig. 10C), e tricomas digitiformes observados em ambas as faces das
bracteas (Fig. 10D-E, I).

A coluna é de formato triangular e alongada. Em secdo tranversal, sua superficie
epidérmica € uniestratificada, anisodiamétrica e de cuticula espessa, as células tém paredes
anticlinais externas e internas levemente curvas, a externa mais espessa que a interna, levemente
papilosa, regido cortical com aproximadamente 12 camadas de parénquima com feixes
vasculares colaterais ditribuidos aleatoriamente (Fig. 11A-C), estbmatos e tricomas
digitiformes ocasionais na superficie, e um I6culo central com contetudo denso, evidenciado
como mucilagem (Fig. 11B).

O ovario é de formato cilindrico e alongado, em vista transversal a superficie epidérmica
é uniestratificada, anisodiamétrica, cuticula estriada, levemente invaginada e espessa, as suas
celulas tém paredes anticlinais externas e internas, levemente curvas, a externa mais espessa e

papilosa que a interna, o parénquima cortical tem feixes vasculares colaterais, idioblastos
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cristaliferos, estbmatos e tricomas digitiformes ocasionais na superficie, e no loéculo central
notou-se a presenca de emergéncias multicelulares da epiderme (coléteres) (Fig. 11D-1).

Na regido do labelo (hipoquilio) encontra-se os osmdéforos com as supeficies
epidérmicas, da face adaxial e abaxial com papilas unicelulares com ndcleos evidentes e
citoplasma denso, subjacente, aproximadamente 4 camadas de células secretoras fortemente
vacuoladas e o parénquima com células heterodimensionais delgadas com feixes vasculares
colaterais dispersos (Fig. 11J-0).

A andlise histoquimica das estruturas secretoras descritas, revelaram compostos
heterogéneos como: polissacarideos, nas bracteas (Fig. 12B-C; 13B-D; 14C-D), labelos (Fig.
12M; 13L; 14L), colunas (Fig. 12F; 13G; 14F) e ovarios (Fig. 12N; 13Q; 14M), lipideos, no
labelo (hipoquilio) (Fig. 12I-L; 13J-K, M—N; 14H-K) e sépalas (Fig. 12P-R; 13R-T; 14N-0),
proteinas, em brécteas (Fig. 12D-E; 13E-F; 14E), ovérios (Fig. 120; 130-P), e colunas (Fig.
12G; 13H; 14F); monossacarideos (agucares redutores), nas bréacteas (Fig. 12A; 13A; 14B); e

mucilagem nas colunas e ovarios (Fig. 12H; 13I; 14G).
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Figura 11 — Gongora pleiochroma, Gongora minax € Gongora jauariensis.
(A) Coluna. (B) Léculo central da coluna, evidente conteudo. (C) Detalhe da
invaginacdo. (D) Ovario Gongora pleiochroma € Gongora jauariensis. (E)
Ovario Gongora minax. (F) Loculo central do ovéario. (G) Estomatos. (H)
Tricoma digitiforme. (I) Coléteres no loculo central do ovario. (J) Estomatos
do labelo (MEV). (K) Labelo. (L) Superficie papilosa do labelo (osméforos).
(M) Labelo (MEV). (N) Epiderme secretora do osmoéforo e detalhe dos
estomatos. Escalas 100pum, 50pum e 30pm.



Figura 12 — Analise Histoquimica das estruturas secretoras florais e
extraflorais de Gongora jauariensis. (A) Fehling. (D-E, G, O) Xylidine.
(C, N) Reacdo PAS. (B, F, M) Lugol. (I, Q) Vermelho neutro. (J, R)
Nadi. (K-L, P) Sudan IV. (A-E) Bractea. (F— H) Coluna. (I-M) Labelo.
(N-O) Ovario. (P-R) Sépala. Escalas Sum e 20um.
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Figura 13 — Analise Histoquimica das estruturas secretoras florais e
extraflorais de Gongora pleiochroma. (A) Fehling. (E-F, H, P) Xylidine.
(C-D) Reacédo PAS. (B, G, L, Q) Lugol. (J) Vermelho neutro. (M—N, T)
Nadi. (K, R-S) Sudan IV. (I-O) Vermelho de ruténio. (A-F) Bractea.
(G-I) Coluna. (J-N) Labelo. (O—Q) Ovario. (R-T) Sépala. Escalas Sum
e 20um.
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Figura 14 — Analise Histoquimica das estruturas secretoras florais e
extraflorais de Gongora minax. (A—E) Azul brilhante de Comassie. (B)
Fehling. (D-M) Reagdo PAS. (C, F, L, P) Lugol. (I) Vermelho neutro.
(K-N) Nadi. (J, O) Sudan IV. (G) Vermelho de ruténio. (H) Sulfato azul
do Nilo. (A-D) Bractea. (E-G) Coluna. (H-L) Labelo. (M) Ovario. (N—
P) Sépala. Escalas Spym e 20um.
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Coryanthes macrantha, apresentou tricomas digitiformes abundantes ao longo das
superficies epidérmicas das bracteas, sépalas e ovarios. E cristais (r&fides) de oxalato de célcio
distribuidos na regido parenquimaética das bracteas, sépalas e ovarios.

Bracteas e sépalas em vista tranversal, ttm as epidermes das faces abaxial e adaxial
semelhantes, uniestratificadas, anisodiamétricas, e com cuticula delgada (Fig. 15A). As células
em palicadas (nectario) da face adaxial tém paredes anticlinais externas sinuosas, e as internas
retas a suavemente curvas, as células da face abaxial tém paredes periclinais externas e internas
retas a suavemente curvas, 1-2 camadas de células secretoras subepidérmicas,
aproximadamente 9 camadas de parénquima subsecretor, com células heterodimensionais de
parede delgada, idioblastos cristaliferos e feixes vasculares colaterais envoltos de células
esclerenquimaticas distribuidos (Fig. 15B-D).

O ovério é de formato cilindrico e alongado, em vista transversal sua superficie
epidérmica é uniestratificada, anisodiamétrica, de cuticula estriada e espessa, as suas células
tém paredes anticlinais externas e internas levemente curvas, a externa mais espessa que a
interna, o parénquima cortical tem feixes vasculares colaterais ditribuidos aleatoriamente e
proximas as invaginacdes, 0s estdbmatos sao observados na superficie e os tricomas digitiformes
tanto na superficie quanto nas terminacdes das invaginagdes, no léculo central notou-se a
presenca de emergéncias multicelulares da epiderme (coléteres) (Fig. 15H-O).

A coluna é de formato eliptico e alongada, em vista tranversal tem uma superficie
epidérmica uniestratificada, anisodiamétrica e de cuticula delgada, células com paredes
anticlinais externas e internas levemente curvas, sendo a externa levemente papilosa, a regido
cortical tem aproximadamente 12 camadas de parénquima com feixes vasculares colaterais
ditribuidos, o léculo central com células secretoras e conteudo denso, evidenciado como
mucilagem e apicalmente dois cornos (coléteres) secretores dessa mucilagem (Fig. 15F-G; |-

K).
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Na face abaxial do labelo (hipoquilio), encontram-se os elaiéforos, papilas unicelulares,
levemente enrugadas, com células subepidérmicas secretoras e o paréngquima subjacente com
feixes vasculares colaterais dispersos (Fig. 15P—-Q).

A analise histoquimica das estruturas secretoras descritas, revelaram compostos
heterogéneos como: polissacarideos, nas bracteas (Fig. 16B, D), coluna (Fig. 16E—F), sépalas
(Fig. 16S) e ovario (Fig. 16P); lipideos, no labelo (hipoquilio) (Fig. 16I1-K, M) e
especificamente acidos graxos (Fig. 16L); proteinas, nas brécteas (Fig. 16C), coluna (Fig. 16G),
ovario (Fig. 16Q) e sépalas (Fig. 16T); compostos fendlicos (Tanino), no labelo (hipoquilio)
(Fig. 16N); e monossacarideos (agucares redutores), nas bracteas (Fig. 16A), coluna (Fig. 16H)

e sépalas (Fig. 16R).
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Figura 15 — Coryanthes macrantha. (A) Sépala. (B—C) Epiderme secretora do nectario.
(D) Feixe vascular. (E) Estomatos (MEV). (F—G) Coluna (Cornos apicais, secretores de
mucilagem). (H) Tricomas digitiformes do ovario. (I-J) Loculo central, contetido
denso. (K) Epiderme espessa da coluna e do ovario. (L) Estdmatos nas superficies da e
do ovario. (M) Tricomas digitiformes nas invagina¢des. (N) Loculo central do ovério e
presenca dos coléteres (MEV). (O) Coléteres no loculo central (MEV). (P) Superficie
papilar do elaiéforo (MEV). (Q) Epiderme secretora do elaiéforo. Escalas 1mm,
500pm, 100pum, 50pum e 20um.

54




55

Figura 16 — Analise Histoquimica das estruturas secretoras florais e
extraflorais de Coryanthes macrantha. (AH, O, R) Fehling. (C, G, Q, T)
Xylidine. (B, E, S) Reagdo PAS. (F, P) Lugol. (I, J) Vermelho neutro.
(K) Sulfato azul do Nilo. (L) Acetato de cobre/Acido rubeanico. (M)
Sudan IV. (N) Vanilina Cloridrica. (A-D) Bractea. (E-H) Coluna. (I-N)
Labelo. (O-Q) Ovario. (R-T) Sépala. Escalas Sum e 20um.
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DISCUSSAO

Os osmoforos e os elaidforos foram localizados no labelo (hipoquilio/mesoquilio) e nas
sépalas das espécies estudadas, ap6s a emissao das fragrancias como recompensa, a presenca
das abelhas Euglossini nessas regides, facilitaram as suas localiza¢gdes. Em algumas outras
orquideas, a fonte da fragréncia floral situa-se nas pontas das pétalas e nos ovéarios (Esau 1965;
Swanson 1980; Silveira 2002; Kowalkowska et al. 2014).

Os elai6foros podem ser encontrados na base do labelo ou em cima dos calos, em outras
espécies de orquideas (Pacek e Stpizynska, 2007; Stpizynska et al. 2007; Pacek et al. 2012). E
em C. macranta eles estdo localizados no labelo (especificamente no hipoquilio) e sdo os
responsaveis pelas emissdes das fragrancias, e ndo os osmaéforos como havia sido descrito por
Gerlach e Dressler (2003), Gerlach e Romero-Gonzalez (2008) e Gerlach (2011).

A interacdo das abelhas Euglossini masculinas com as flores de S. grandiflora, G.
pleiochroma, G. jauariensis, G. minax e C. macrantha foram semelhantes aos relatos sobre o0s
mecanismos de polinizacdo realizados por estas abelhas em outras espécies de Stanhopeinae
(van der Pijl e Dodson, 1966; Dressler 1968; Williams 1983; Stern 1987; Jenny 1993; Whitten
et al. 2000; Singer 2004; Pansarin e Amaral 2008; Pansarin e Pansarin 2011; Gerlach 2011).

Os osmdforos foram caracterizados como papilas epidérmicas uni ou multicelulares,
semelhantes as descrigdes realizadas para outras espécies de orquideas e outras Stanhopeinae
(Stern et al. 1987; Curry et al. 1988; Curry et al. 1991; Davies e Turner, 2004; Ascenséo et al.
2005). E os elaiéforos de C. macrantha foram descritos como epidermes secretoras de 0leo,
tipo mais comum em muitas outras familias, dentre elas Orchidaceae segundo Vogel (1974) e
Buchmann (1987).

As formigas Dolichoderus sp., e Azteca sp foram 0s outros visitantes observados, na

regido das bracteas e sépalas, de todas as especies estudadas (S. grandiflora, G. pleiochroma,
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G. jauariensis, e G. minax e Coryanthes macrantha), e apds as analises estruturais dessas
regides associadas com a ocorréncia de aglcares, nos permitiu reconhecé-los como nectérios.
Sendo este o primeiro registro para a subtribo Stanhopeinae.

Nas espécies de Coryanthes as parcerias mutualisticas entre formigas e as plantas sao
conhecidas, as formigas alimentam-se do néctar oferecido pelos nectarios extraflorais em troca
oferece prote¢do as plantas contra possiveis invasores (outras plantas ou herbivoros) (Gerlach
2011). A interacdo das formigas com as espécies em estudo, foi semelhante a j& descrita para
Epidendrum denticulatum Barb. Rodr., as formigas forrageam o0s nectérios extraflorais
(peciolos de botdes florais e frutos) sem interferir no comportamento dos polinizadores,
protegem as estruturas reprodutivas e auxiliam no aumento da probabilidade de sucesso de
polinizacdo (Almeida e Figueiredo 2003). Entretanto até o presente momento ndo ha dados na
literatura sobre a interacdo de espécies de Stanhopea e Gongora com as formigas.

O néctar e a fragrancia floral sdo freqiientemente associados com a manutencdo dos
sistemas de polinizacdo especializados em Orchidaceae (Melo et al. 2010). Para a subtribo
Stanhopeinae ndo ha varicdo de recurso floral oferecido aos seus polinizadores (Pansarin 2011).
No entanto suas flores altamente perfumadas podem também, oferecer outro tipo de recurso a
fim de atrair outros visitantes, como foi observado neste estudo.

As estruturas dos nectarios florais e extraflorais encontrados nas espécies de Gongora e
em Coryanthes macrantha, apresentaram as caracteristicas dos nectarios que consistem de uma
epiderme secretora em palicada com algumas camadas de células subepidérmicas, um
parénguima especializado, com o envolvimento direto do floema e estdmatos permanentemente
abertos, denominados estdmato modificados (Davis e Gunning 1992, 1993; Fahn 2000; Pacini
et al. 2003). Os nectarios aqui descritos assemelham-se aos registrados em outras espécies de

Orchidaceae (Stpiczynska 2001; Stpizynska et al. 2003; Hobbhahn et al. 2013).
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Os idioblastos foram observados nas espécies estudadas, com excecdo de Stanhopea
grandiflora, nas regides das bracteas, sépalas e ovarios. Estes idioblastos contendo cristais sob
a forma de réfides, de oxalato de célcio sdo bastante documentados para as Orchidaceae em
estruturas vegetativas, e acredita-se que a fungdo do oxalato de calcio é contribuir para tornar
as plantas menos palataveis aos animais (Pridgeon 1982; Pridgeon e Stern 1983; Bonates 1993;
Mauseth 1995; Oliveira e Sajo 1999; Zanenga-Godoy e Costa, 2003; Stern e Carlsward 2004),

Os idioblastos com réfides podem estar relacionados também com o aumento da
capacidade secretora dos nectarios extraflorais, garantindo assim sua longevidade, com a
eliminagdo do excesso de calcio citossolico, comum no floema e imediacfes de tecidos
secretores ou relacionados ao balango iénico e osmoregulacéo da planta (Bonates 1993; Paiva
e Machado 2005; Rocha e Machado 2009).

Os feixes vasculares colaterais com células esclerificadas na regido adjacente ao floema,
sédo comumente observados em outras monocotiledoneas (Castro e Menezes 1995, Sajo 1992).
E os feixes de fibras e células esclerenquimaticas cuja fungdo é fornecer resisténcia mecéanica
em casos de desidratacdo sdo observados também para outras espécies de Orchidaceae (Bonates
1993; Pridgeon 1994; Oliveira e Sajo 1999; Stern e Carlsward 2004).

As emergéncias epidérmicas observadas no ovario ja foram descritas como tecido
placentario (Clifford e Owens 1990), e tecido transmissor (Leitdo 2007). E os tricomas
digitiformes localizados nas invaginagdes, sdo semelhantes ao descritos para a subtribo
Pleurothallidinae (Cardoso-Gustavson et al. 2014), onde os autores acreditam que a funcéo da
mucilagem nesta regido é de facilitar a simbiose com fungos necessarios para a germinacao das
sementes. A presenca de células secretoras articuladas, observadas na regido da coluna
(estigma), sdo semelhantes as descritas por Clifford e Owens (1990) e Leitdo e Cortelazzo

(2007).
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As analises histoquimicas das estruturas secretoras florais e extraflorais das espécies (S.

grandiflora, G.pleiochroma, G. jauariensis, G. minax, e C. macrantha), contribuiram para uma
melhor compreeensdo da composi¢do dos exsudatos e suas funcionalidades.

As fragrancias liberadas pelos osméforos sdéo uma combinacao de terpenos e compostos
aromaticos (Williams e Whitten 1983). E os componentes relacionados aos exsudatos dos
elaioforos, podem ser, acidos graxos saturados, diglicéridos, aminodacidos, glicerdis,
carotenoides, fendlicos, glicosideos, isoprendides ndo volateis, e saponinas (Buchmann e
Buchmann 1981; Neff e Simpson 1981; Buchmann 1987; Roubik 1989). Os exsudatos
presentes nas colunas, os coletados no epiquilio em C. macrantha, e nos ovarios, € uma
mucilagem composta de proteinas e polissacarideos (Gerlach e Schill 1989; Clifford e Owens

1990).
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados alcangados através das analises anatémicas e histoquimicas notou-se
que as flores das espécies de Stanhopeinae podem ter tanto os osmoforos quanto os elaiéforos,
diretamente envolvidos na producdo dos 6leos volateis e ndo volateis, utilizados como formas
de atrair e recompensar 0s seus polinizadores, as abelhas Euglossini masculinas. Observou-se
também que outras estruturas secretoras podem ser encontradas na subtribo. Como os nectarios
extraflorais e florais, que oferecem as formigas o néctar como recompensa, concretizando com
o referido inseto uma relacdo mutualistica de protecdo, contra possiveis herbivoros. E o0s
coléteres que de acordo com recentes pesquisas foram descritos para outras espécies de
orquidea, foram também observados neste estudo. As incipientes pesquisas sobre as estruturas
secretoras em espécies da subtribo Stanhopeinae salientam a necessidade de futuros estudos

anatdmicos, histoquimicos e fitoquimicos.
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