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RESUMO

Orchidaceae, uma das maiores familia das Angiospermas, tem distribui¢ao
cosmopolita, com predominio nas regides tropicais. As flores, altamente complexas,
exibem diversidade de cores, tamanhos, formas, recursos e sistemas de polinizagdo. O
néctar € o recurso floral mais comum, mas algumas espécies, principalmente da subtribo
Oncidiinae, disponibilizam o6leo, secretado por elaidforos, coletado por abelhas
solitarias Apidae e Melittidae e utilizado para provimento das larvas. Na regido
neotropical, muitas espécies de Oncidiinaec e de Malpighiaceae, sincronopatricas,
apresentam flores muito semelhantes e compartilham polinizadores. Uma caracteristica
de Orchidaceae ¢ a potencialidade para formar hibridos e barreiras eficientes para conter
o fluxo genético entre espécies sdo comuns. Objetivamos estudar a biologia floral,
anatomia das estruturas secretoras florais (osmoforos e elai6foros), polinizagdo e
sistema reprodutivo de cinco espécies de Oncidiinae no Parque Estadual do Ibitipoca,
MG, entre 2013 e 2016. Paralelamente, investigamos a ocorréncia de mecanismos de
isolamento reprodutivo entre Oncidium warmingii Rchb. e Oncidium batemannianum
Parm. ex. Knowles & Westc e a existéncia de complexo mimético ou facilitagdo entre
Oncidium warmingii Rchb. e Byrsonima variabilis A. Juss. O trabalho envolveu
pesquisa de campo, anatomia, testes histoquimicos, microscopia eletronica de varredura
e técnicas de polinizagdo manual intra e interespecificas. Todas as espécies t€m flores
longevas, perfumadas, ressupinadas e produtoras de 6leo, que € secretado por elaidforos
epitelias, localizados no calo e/ou lobos laterais. Osmoéforos ocorrem no limbo do
labelo. As espécies sdo autoincompativeis e apresentam forte limitagdo polinica. Nao
foram registradas visitas as flores. Mecanismos de isolamento reprodutivo pds-
polinizacdo sdo importantes na manutengdo da integridade genética de Oncidium
batemaniannum e Oncidium warmingii, ja que ndo houve formacdo de sementes nos
frutos resultantes de polinizagdo manual interespecifica, apontando para uma
probabilidade nula de formag¢do de hibridos entre estas espécies. Nossos resultados ndo
sustentam a hipdtese de que B. variabilis € O. warmingii constituem um complexo
mimético, j& que O. warmingii nao se beneficia da proximidade, da coflora¢do, nem da
semelhanca com B. variabilis. Os resultados sugerem que as duas espécies fazem parte

de um grupo de espécies polinizadas por abelhas coletoras de 6leo e que as semelhangas
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superficiais observadas estdo, provavelmente, apenas relacionadas a esta sindrome de

polinizagao.

Palavras-chave: Orchidaceae, Osmoforos, Elaioforos, Hibridizagao, Facilitacao.
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ABSTRACT

Orchidaceae, the largest family of Angiosperms, has a cosmopolitan distribution,
with predominance in tropical regions. The highly complex flowers exhibit a diversity
of colors, sizes, shapes, rewards and pollination systems. Nectar is the most common
floral resource, but some species, mainly in the subtribe Oncidiinae, provide oil,
secreted by elaiophores, collected by solitary bees Apidae and Melittidae and used to
feed larvae. In the Neotropics, many synchronopatric species of Oncidiinae and
Malpighiaceae present very similar flowers and share pollinators. One feature of
Orchidaceae is the potentiality to form hybrids, so efficient barriers to contain the
genetic flow between species are common. The aim of this research was to study floral
biology, floral secretory structures (osmophores and elaiophores), pollination and
reproductive system of five Oncidiinae species in the Parque Estadual do Ibitipoca, MG,
between 2013 and 2016. In parallel, we investigated the occurrence of reproductive
isolation mechanisms between Oncidium warmingii Rchb. and Oncidium
batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc. and the existence of mimetic complex or
facilitation between Oncidium warmingii Rchb. and Byrsonima variabilis A.Juss. . The
work involved field research, anatomy, histochemical tests, scanning electron
microscopy and intra and interspecific manual pollination techniques. All the studied
species have long-lived, scented, resupinate and oil-producing flowers. The oil is
secreted by epithelial elaiophores, located in the callus and / or lateral lobes.
Osmophores occur in the labellum limb. The species are self-incompatible and exhibit
strong pollen limitation. No visits to the flowers were recorded.Post-pollination
reproductive isolation mechanisms are important in maintaining the genetic integrity of
O. batemaniannum and O. warmingii, since there was no fruits or seeds formation from
interspecific manual pollination, pointing to a null probability of hybrids among these
species. Our results also do not support the hypothesis that B. variabilis and O.
warmingii constitute a mimetic complex, since O. warmingii does not benefit from
proximity, cofloration, or floral resemblance to B. variabilis. The results suggest that
the two species are part of a group of species pollinated by oil-collecting bees and that
the superficial similarities observed are probably only related to this pollination
syndrome.

Keywoords: Orchidaceae, Osmophores, Elaiophores, Hibridization, Facilitation.
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Introducdo Geral

Orchidaceae, uma das maiores familias de Angiospermas, ocupa posi¢ao basal
na ordem Asparagales e apresenta distribuicdo cosmopolita, com predominio nas
regides tropicais. Sdo ervas perenes, epifitas, terrestres, rupicolas ou saprofitas. Suas
flores, altamente complexas, caracterizam-se por uma grande diversidade de cores,
tamanhos e formas (Dressler, 1990; Pinheiro et al., 2004).

As flores de Orchidaceae sdao bixessuadas ou raramente unixessuadas. Sao
formadas por dois verticilos trimeros — trés sépalas externas no primeiro verticilo, duas
pétalas laterais e uma mediana (labelo), no segundo. A pétala mediana (labelo), com
frequéncia, ¢ maior e apresenta glandulas ou ornamentagdes (calos) com funcdes
relacionadas ao processo de polinizagdo. Frequentemente ocorre ressupinagdo — a
rotagdo de 180° sofrida por flores zigomorfas durante o desenvolvimento — que leva o
labelo a ocupar a posi¢ao abaxial na antese, podendo, assim, atuar como plataforma de
pouso ou guia mecdnico para os polinizadores (Mondragdén-Palomino & TheiBen,
2009). O androceu e o gineceu, fundidos em maior ou menor grau, formam uma
estrutura Unica denominada coluna ou ginostémio. Nesta estrutura, a antera e a area
estigmatica sdo separadas por uma membrana, o rostelo, que dificulta a autopolinizag¢do
espontdnea. Apresentam ovario infero e sincarpico. As sementes sdo em geral
diminutas e carecem de endosperma. Durante o processo de germinagdo estabelece-se
uma simbiose entre fungos e a semente. O fungo disponibiliza nutrientes para o
embrido, sem os quais o processo de germinacdo ndo seria possivel na natureza
(Dressler, 1990; Singer & Koehler, 2004; Souza & Lorenzi, 2005).

A subtribo Oncidiinae ¢ amplamente distribuida na América Tropical (Dressler,
1990) e tem o Brasil como centro de diversidade. O nome Oncidium deriva do grego
onkos (“calo”, “massa”, “inchago”) em referéncia as calosidades presentes na base do
labelo da maioria dos seus representantes (Dressler, 1990; Brito & Cribb, 2005). A
maioria das espécies ¢ epifita, mas algumas sdo facultativas ou exclusivamente
terricolas e frequentemente cultivadas. Suas flores ressupinadas estdo dispostas em
paniculas multifloras ou reduzidas a uma flor. Sao geralmente amarelas, frequentemente
com marcas castanho-olivaceas ou castanho-avermelhadas, ou castanhas com manchas
amarelas ou, ainda mais raramente, brancas, rosas ou lilases. Apresentam caracteres

distintos tais como: calos complexos perto da base do lobo mediano, nas mais variadas
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formas, com projecdes centrais, uma espora (ndo recompensavel) e tabula
infrastigmatica (estrutura carnuda na base da coluna) (Dressler & Williams, 1975; Pabst
& Dungs, 1977; Faria, 2004). A tébula infrastigmatica ¢ uma estrutura chave na
ecologia da polinizagdo das flores de Oncidium (sensu Stipiczynska et al., 2007),
porque seus polinizadores fixam-se a este elemento floral para obter a estabilidade
durante o forrageamento na flor (Sigrist & Sazima, 2004; Chase et al., 2009).

Em Orchidaceae, o néctar ¢ a recompensa floral mais comum, entretanto existe
uma quantidade significante de espécies que oferece ceras ou Oleos aos insetos
polinizadores (van der Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1990). As ceras sdo produzidas
em areas mal definidas do labelo e os 6leos secretados por elaidforos tricomaticos ou
epiteliais (Vogel, 1990). Os elaioforos estdo presentes principalmente em membros da
subtribo Oncidiinae (Stpiczynska et al., 2007; Davies & Stpiczynska, 2009). O
primeiro registro do recurso na familia foi feito para Oncidium ornithorrhynchum
Kunth, acompanhado por uma breve descri¢do da natureza dos lipidios (Vogel, 1990).

A ocorréncia de vestigios de aglicar em alguns oleos florais (Vogel, 1990;
Davies et al, 2003) e de terpenoides no néctar de algumas espécies de Orchidaceae
pode indicar que, no curso da evolugdo, secre¢des resiniferas tenham substituido o
néctar como recurso floral (Davies et al., 2005).

As orquideas produtoras de 6leo sdo bem representadas nos neotropicos € sao
visitadas exclusivamente pelas abelhas coletoras de o6leo. As abelhas coletam e
transportam o Oleo floral com as pernas ou abdomen e essas partes do corpo sdo
cobertas com pelos ramificados especiais. Sdo principalmente representantes das
familias Apidae e Melittidae. Abelhas coletoras de 6leo que visitam espécies de
Oncidium agarram-se com as suas mandibulas a tdbula infrastigmatica, suportada
ventralmente na base da coluna (Dressler, 1990). Singer & Cocucci (1999) registraram
a abelha Tetrapedia diversipes, coletora de o6leos dos dois elaioforos labelares de
Oncidium paranaense Kraenzl., como polinizadora da espécie. Esta abelha também ¢
polinizadora de outras Oncidiinae, incluindo espécies de Oncidium Sw., Sigmatostalix
Rchb.f., e Ornithophora Barb. Rodr. (Dressler, 1990; Singer & Cocucci, 1999). Os
lipidios sdo muito caldricos, em comparagdo com outros recursos florais, de modo que
abelhas coletoras de 6leo se beneficiam desta fonte de alimento de alta qualidade,
especialmente para suas larvas (Silvera, 2002).

Algumas flores emitem aroma, composto principalmente por 6leos volateis

produzidos por osmoforos, que pode ser associado a atragdo de polinizadores (Vogel,
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1990). Os osmoforos sdo geralmente formados por uma unica camada de células
epidérmicas ou por papilas secretoras (Curry et al., 1991; Endress, 1994; Ascensao et
al., 2005). As fragrancias florais geralmente funcionam como atrativos florais
secundarios que anunciam aos polinizadores a presenca ¢ a localizagdo de recompensas
primarias (Faegri & van der Pijl, 1979; Endress, 1994; Proctor et al., 1996). Por outro
lado, numerosas orquideas nao oferecem recompensa aos polinizadores. S3o as
“orquideas de engodo”, cujas flores exibem conjuntos de caracteres (cores, fragrancias
florais, etc.) que atraem animais a procura de alimento o qual, entretanto, ndo ¢
disponibilizado. Podem apresentar estratégias mais sofisticadas, como nas orquideas
polinizadas por “pseudocopula”, que produzem fragrancias florais que mimetizam os
feromonios sexuais de fémeas de insetos, geralmente os Hymenoptera (Singer &
Koehler, 2004).

A maioria das flores das espécies de Malpighiaceae neotropicais também
apresenta elaioforos, localizados no célice, visitados por abelhas fémeas Apidae (citada
como Anthophoridae) (Vogel, 1990; Simpson & Neff, 1983). Em varias espécies, em
uma mesma populagdo, alguns individuos podem apresentar flores com reducdo ou
auséncia das glandulas de 6leo ao lado de individuos com elai6foros (Anderson, 1979;
Sazima & Sazima, 1989; Vogel, 1990). Na regido neotropical, muitas espécies de
Oncidiinae imitam as flores de espécies de Malpighiaceac. Membros de ambos os
grupos geralmente florescem simultaneamente e apresentam inflorescéncias
funcionalmente  semelhantes, consequentemente atraindo e compartilhando
polinizadores. No Panamad, Trichocentrum stipitatum (Lindl.)) MW Chase & NH
Williams imita as flores de Byrsonima crassifolia (L.) Kunth (Malpighiaceae),
partilhando polinizadores (Ackerman, 1986). No género Tolumnia (incluso
anteriormente em Oncidium), T. guianensis (Aubl.). Braem, T. osmentii (Moir) Braem,
e T. compressicaulis (Withner) Braem., s3o citadas miméticas de espécies de
Malpighiaceae. Neste grupo, abelhas fémeas do género Centris visitam estas espécies a
procura de lipidios florais (van der Cingel, 2001). Por outro lado, Reis et al. (2000) e
Singer (2003) consideram mais seguro assumir que Orchidaceae e Malpighiaceae sdo
partes de uma guilda de plantas polinizadas por abelhas coletoras de 6leo, em vez de
pecas de um complexo mimético.

No que se refere ao sistema de reproducdo, a maioria das Orchidaceae nao
apresenta sistemas de incompatibilidade, mas a autopolinizagdo espontdnea ¢ evitada

pela presenca do rostelo; dessa forma, as espécies dependem de vetores de pdlen e sdo,
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na maioria dos casos, xendgamas, sendo a autogamia rara (van der Pijl & Dodson, 1966;
Dressler, 1993 apud Saddi, 2008). Nas espécies que apresentam este sistema
reprodutivo, o rostelo ¢ curto ou rudimentar, permitindo que os graos de polen tenham
contato com a area estigmatica (Dodson, 1969; Singer & Sazima, 2001 a, b). Embora a
autocompatibilidade prevaleca nas orquideas, a autoincompatiblidade dentro da subtribo
Oncidiinae ¢ registrada para os géneros Tolumnia Raf., Trichocentrum Poepp. & Endl. e
Oncidium Sw (Roberts, 2003; Tremblay et al., 2005).

Uma caracteristica bastante conhecida da familia Orchidaceae ¢ a potencialidade
para formar hibridos interespecificos. A coexisténcia natural de espécies relacionadas e
a manuten¢do da integridade das mesmas s6 sdo possiveis se existem mecanismos
eficientes capazes de conter o fluxo genético entre elas. A hibridagdo ¢ evitada
principalmente pela existéncia de barreiras pré-polinizagdo, podendo ser mecanicas
(quando relacionadas a mecanismos da propria flor) ou ecoldgicas (pela presenga de
polinizadores especificos ou através da separacao temporal da floragao) (Dodson, 1969;
Coleta & Stort, 1976; Dressler, 1990; Paulus & Gack, 1990; Pansarin & Amaral, 2008).
Também podem ocorrer barreiras pos-polinizacdo tais como incompatibilidade
interespecifica, morte do zigoto ou esterilidade do hibrido (Dressler, 1990).

Nosso estudo realizou-se no Parque Estadual do Ibitipoca, MG, que concentra
grande riqueza de espécies de Orchidaceae, com habitos variados (epifitico, rupicola ou
terrestre), distribuidas pelos varios ambientes e formagdes vegetacionais presentes.
Foram registrados 118 taxons, distribuidos em 47 géneros, sendo os mais
representativos: Pleurothallis sensu lato (13 spp.), Oncidium (12 spp.), Maxillaria (11
spp.), Epidendrum (10 spp.), Bulbophyllum (5 spp.), Habenaria (5 spp.) € Octomeria (5
spp.). As 12 espécies de Oncidiinae (exceto O. warmingii) ocorrentes no Parque
Estadual do Ibitipoca possuem populagdes distribuidas em todos os tipos vegetacionais
(Menini Neto et al., 2007) e sao endémicas da regido.

As orquideas possuem papel importante na flora das Unidades de Conservacao e
somente quando hd conhecimento sobre habitat, biologia, ecologia e tamanho das
populagdes sdo possiveis programar estratégias de conservacdo apropriadas para as
espécies (Cribb et al., 2003). Centrado em um macico montanhoso da serra da
Mantiqueira, o Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB) esté situado no sudeste do estado de
Minas Gerais, entre os municipios de Santa Rita de Ibitipoca e Lima Duarte (21°40° —
21°44°S e 43°52° — 43°55°W). Apresenta, dentro dos seus limites, um interessante

mosaico de formagdes vegetais, das quais o campo rupestre ocupa a maior extensao,
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mas também podem ser encontradas em seus dominios areas de floresta ombrofila densa
(ou floresta nebular), matas ciliares e cerrados de altitude (Salimena-Pires, 1997;
Fontes, 1997; Rodela, 1998). Na “segunda edicdo do Atlas para a conserva¢ao da
biodiversidade no estado de Minas Gerais”, a Serra de Ibitipoca esta entre as areas
prioritarias para a conservagao da flora no Estado, citada na categoria de importancia
biologica especial, o nivel mais alto adotado (Drummond ef al., 2005).

O presente trabalho teve como objetivo estudar cinco espécies simpatricas da
subtribo Oncidiinae - Orchidaceae, Oncidium barbaceniae Lindl., Oncidium
batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc, Oncidium gravesianum Rolfe, Oncidium
hookeri Rolfe, Oncidium warmingii Rchb, em vegetacdo de campo rupestre, quanto a
fenologia, biologia floral, anatomia das estruturas secretoras (em especial aquelas

secretoras de recurso floral), polinizagao, sistema reprodutivo e isolamento reprodutivo.



Estrutura da Tese

Esta tese estd dividida em trés capitulos:

O primeiro capitulo caracterizou a biologia floral, o sistema reprodutivo ¢ a
polinizagdo das espécies. Além disso, comparou morfoanatomicamente as
estruturas secretoras, em especial aquelas secretoras de recurso floral.

O segundo capitulo avaliou a ocorréncia de mecanismos de isolamento
reprodutivo entre Oncidium warmingii ¢ Oncidium batemannianum.

O terceiro capitulo verificou a existéncia de complexo mimético ou facilitacao
entre  Oncidium  warmingii  (Orchidaceae) e Byrsonima variabilis

(Malpighiaceae).
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CAPITULO 1

ESTUDOS REPRODUTIVOS E MORFOANATOMIA DAS ESTRUTURAS SECRETORAS DE
RECURSOS FLORALS EM CINCO ESPECIES DE ONCIDIINAE - ORCHIDACEAE
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INTRODUCAO

Todas as espécies aqui estudadas estavam tradicionalmente incluidas no género
Oncidium Sw. (Oncidiinae Benth.; Orchidaceae) um dos mais conspicuos entre as
orquideas neotropicais ¢ um dos mais dificeis de ser delimitado. O nome Oncidium
deriva do grego omkos (“calo”, “massa”, “inchaco”) em referéncia as calosidades
presentes na base do labelo da maioria dos seus representantes (Brito & Cribb, 2005).
Popularmente, sao chamadas de “chuva de ouro” ou “dancing ladies” (Garay & Stacy,
1974; Dressler & Williams, 1975). No entanto o género revelou-se altamente
polifilético (Chase & Palmer, 1992). De acordo com Chase et.al., (2009), a
convergéncia de caracteristicas florais associadas com a polinizagdo por abelhas
coletoras de 6leos florais, resultava num alto grau de polifiletismo no género.

Subsequentes filogenias moleculares (Willians et. al., 2001; Chase et.al., 2009),
foram tornando mais claras as relagdes de parentesco no grupo. Chase et. al., (2009)
propuseram que espécies de Oncidium, principalmente aquelas dos grupos brasileiros,
integrantes do “Clado-Gomesa” e formando um grupo monofilético, fossem transferidas
para o género Gomesa. Outros estudos ainda encontram-se em andamento e,
possivelmente novas propostas estdo a caminho. No entanto, considerando que os
resultados aqui descritos ndo estdo relacionados a sistematica do grupo optamos por
utilizar os nomes de forma strictu sensu das espécies do presente estudo: Oncidium
hookeri Rolfe, Oncidium gravesianum Rolfe, Oncidium warmingii Rchb, Oncidium
barbaceniae Lindl. e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc.

A maioria das espécies de Oncidiinae € epifita, mas algumas sdo facultativas ou
exclusivamente terricolas e frequentemente cultivadas. Suas flores ressupinadas estdo
dispostas em paniculas multifloras ou reduzidas a uma flor. Sdo geralmente amarelas,
frequentemente com marcas castanho-oliviceas ou castanho-avermelhadas, ou
castanhas com manchas amarelas ou, ainda mais raramente, brancas, rosas ou lilases.
Apresentam caracteres distintos tais como: calos complexos perto da base do lobo
mediano, nas mais variadas formas, com projecdes centrais, uma espora (nao
recompensavel) e tabula infrastigmatica (estrutura carnuda na base da coluna) (Dressler
& Williams, 1975; Pabst & Dungs, 1977; Faria, 2004). A tabula infrastigmatica ¢ uma

estrutura chave na ecologia da polinizagdo das flores de Oncidium (sensu Stipiczynska
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et al., 2007), porque seus polinizadores fixam-se a este elemento floral para obter a
estabilidade obreira na flor (Sigrist & Sazima 2004).

Embora a autocompatibilidade prevaleca nas orquideas, a autoincompatiblidade
dentro da subtribo Oncidiinae ¢ registrada para os géneros Tolumnia Raf.,
Trichocentrum Poepp. & Endl. e Oncidium Sw (Roberts, 2003; Tremblay et al., 2005).

A maioria das espécies da subtribo Oncidiinae do Novo Mundo, ndo oferecem
recompensas a seus polinizadores (Chase et al., 2009). No entanto, para algumas
espécies de Gomesa R. Br., Lockhartia Hook., Oncidium Sw., Ornithocephalus Hook,
Phymatidium Lindl. e Trichocentrum Poepp. & Endl. (Singer & Cocucci, 1999; Flach et
al., 2004; Reis et al., 2006; 2007; Pacek & Stpiczynska, 2007; Stpiczynska et al., 2007,
Stpiczynska & Davies, 2008; Davies & Stipiczynska, 2009) foi demonstrada a presenga
de 6leos florais como recompensa para seus polinizadores. De acordo com Mickeliunas
et al. (2006), Grobya amherstiae Lindl. (Cyrtopodiinae) ¢ polinizada por
Paratetrapedia fervida Smith (Apidae, Tapinotaspinidi) enquanto coleta 6leo produzido
por elaidforos no apice do labelo e base na coluna. Pansarin & Pansarin (2010) em
estudos reprodutivos em Trichocentrum pumilum verificaram a existéncia de elaidforos
tricomaticos, sendo as flores visitadas e polinizadas exclusivamente por Tetrapedia
diversipes € Lophopedia nigrispinis.

Os materiais lipofilicos ndo volateis secretados por flores-6leo sdo geralmente
incolores e predominantemente constituidos por diacyl- e triacylglicerois, 4cidos graxos
saturados, parafinas e ésteres. Outros componentes relacionados com elaidforos sdo
diglicerideos, aminoacidos, glicose, carotenoides, fenolicos, glicosideos, isoprenoides
ndo volateis e saponinas (Vogel, 1974; Buchmann, 1987; Reis et al., 2000; Silvera,
2002). A quantidade e qualidade do 6leo podem variar entre membros do mesmo
género, como o 6leo verificado em Sigmatostalix picturatissima ¢ mais semelhante ao
oleo de Ornithocephalus sp. do que outra espécie de Sigmatostalix (Silvera, 2002). Com
base em estudos anatdmicos e ultraestruturais, varios autores tém verificado a presenca
de elaioforos epiteliais, como em Gomesa bifolia (Aliscioni et al., 2009).

No que se refere a atragdo de visitantes florais, a fragrancia ¢ muitas vezes o
fator dominante, particularmente, mas nao necessariamente, em flores que sdo visitadas
a noite (Endress, 1994). Virias espécies de abelhas e moscas que polinizam
Orchidaceae dependem da fragrancia para reforcar o estimulo visual da coloracao floral

(Dodson, 1969).
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Os osmoforos sdo estruturas secretoras florais especializadas na biossintese e
emissdo de compostos altamente volateis para polinizadores (Vogel, 1990). Estas
glandulas geradoras de perfume ocupam uma posi¢do na flor que promove a difusdo
rapida do odor. Em orquideas estas regides restritas sdo muitas vezes morfologicamente
bem diferenciadas, isto ¢ apéndices ou tricomas nas sépalas ou pétalas ou no calo do
labelo (Pridgeon & Stern, 1983; Stern et al., 1987; Vogel, 1990; Teixeira et al., 2004).

Pecas florais envolvidas na produ¢do de aroma podem ser representadas tanto
por epidermes indiferenciadas, que emitem fragrancias difusamente (Mazurkiewicz,
1913), ou por osmoforos, isto €, glandulas especializadas localizadas de tecidos florais
(Stern et al., 1987; Vogel, 1990).

Este trabalho visa caracterizar a biologia floral, sistemas reprodutivos, visitantes
florais e comparar anatomicamente estruturas secretoras, em especial aquelas secretoras

de recurso floral de cinco espécies de Oncidiinae, no Parque Estadual do Ibitipoca, MG.
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MATERIAL E METODOS

Caracterizacio da Area de estudo

O Parque Estadual do Ibitipoca esta localizado no sudeste do Estado de Minas
Gerais, Brasil, entre os municipios de Santa Rita de Ibitipoca e Lima Duarte (21°40°-
21°44°S e 43°52° — 43°55°W), abrangendo uma area de 1923,5ha. A Serra do Ibitipoca
faz parte do Complexo da Mantiqueira, que tem seu relevo caracterizado com altitudes
variaveis entre 1200 e 1800 metros (CETEC, 1983). O relevo do Parque mostra-se
bastante escarpado, com pareddes e grutas por toda a area (Correa Neto, 1997). O
Parque Estadual do Ibitipoca apresenta em sua area um mosaico de formagdes vegetais,
das quais o campo rupestre ocupa a maior extensao, sendo também encontradas em seus
dominios diversas formagoes florestais: floresta ombrofila densa (ou floresta nebular);
mata ciliar e cerrado de altitude (Salimena-Pires, 1997; Fontes, 1997; Rodela, 1998;
Vitta, 2002) (Fig.1).

LOCALIZAGAD DO PARQUE ESTADUAL DO IBITIPOCA (PEI)
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FIGURA 1: Localiza¢ao do Parque Estadual do Ibitipoca, MG. Fonte: IBGE (s/d.). Org:
Bento, 2012; Exec. Martins, 2012.
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Segundo a classificacdo de Koeppen (1948), o clima da regido ¢ do tipo Cwb:
mesotérmico imido, com verdes amenos € invernos secos, sendo que a estagdo mais
quente e imida vai de outubro a margo e a estacdo mais fria e seca de abril a setembro.
A precipitagcdo anual média € de 1.532 mm e a temperatura média ¢ de 18,9°C (CETEC,
1983).

Foram selecionadas como areas de estudo: a area de mata localizada perto da
portaria do Parque, ambiente propicio as espécies epifitas (O. gravesianum e O.
hookeri) e o “Circuito Janela do Céu”, que engloba a “Trilha do Cruzeiro” (O.
warmingii € O. batemannianum) e a “Trilha da Lombada” (O. barbaceniae) (Fig. 2 A,
B, C e D). As cinco espécies foram acompanhadas, mensalmente, no periodo de 2013 a

2016.

FIGURA 2: Aspecto geral do Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais, com as areas
selecionadas para analises das flores, experimentos de polinizagdo manual e observagdes focais
de visitantes marcadas com estrelas (A); Detalhe da Mata localizada na portaria do parque (B e
estrela laranja); Detalhe da trilha do Cruzeiro (C e estrela vermelha) e Detalhe da Trilha da
Lombada (D e estrela amarela).
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Morfologia e biologia florais

Através de observagdes feitas diretamente no campo, foram analisadas entre 10 e
30 flores de cada espécie, selecionadas ao acaso, a partir de 10 a 30 individuos. As
observagoes florais envolveram horario de antese, periodo de longevidade, presenca de
odor, e mudangas ao longo da antese. A longevidade floral foi avaliada em flores
controle (ndo manipuladas), em flores apos a remog¢ao das polinias e em flores apos a
inser¢do das polinias. No laboratério de Biologia Reprodutiva do Museu Nacional
(UFRJ), foram feitas as seguintes observagdes: morfologia, morfometria (didmetro e/ou
largura e comprimento das flores e das estruturas florais como sépalas, pétalas, labelo,
coluna e ovario), cor, forma, presenca de osmoéforos e receptividade estigmatica. (Faegri
& van der Pijl, 1979). Para verificar a receptividade estigmatica, 30 flores de cada
espécie foram testadas, em diversos momentos da antese, com o método de atividade
peroxidésica (Dafni, 1992), que consiste em pingar gotas de peroxido de hidrogénio na
regido estigmatica e verificar a reagdo através da formacao de bolhas na mesma. Para
verificar a presenca de osmoforos, flores frescas em antese e senescentes foram
mergulhadas em solu¢do de vermelho neutro em dilui¢do aquosa de 1:1000, por 20 a 30
minutos e, posteriormente lavadas em agua corrente (Vogel, 1990; Datni, 1992).As
medidas foram tomadas a partir de paquimetro digital, sob microscopio estereoscopico

(n= 30 flores).

Morfo-anatomia das estruturas secretoras florais associadas a polinizacdo

Para as analises micromorfoldgicas das estruturas secretoras florais associadas a
polinizagdo, botdes e flores de cada espécie foram selecionados ao acaso, coletados e
fixados imediatamente em formaldeido 4% + glutaraldeido 2,5 % em tampao fosfato de
sodio 0,05M pH 7,2 (Gahan, 1984). Posteriormente, as amostras foram desidratadas em
série etilica, levadas ao ponto critico de CO2, em equipamento Leica EM CPD 300,
metalizadas com ouro em metalizador Denton Vacuum - Desk IV, observadas e
documentadas em microscopio eletronico de varredura (MEV) JEOL JSM/6390LV do
Centro de Microscopia Eletronica de Varredura do Departamento de Invertebrados do
Museu Nacional/UFRJ.

Para detectar as principais classes de metabolitos nas células das estruturas
secretoras florais associadas a polinizacdo, seccdoes de material conservado em etanol
70% ou fresco, obtidas em micrétomo de Ranvier, foram tratadas com: (a) Sudan III e

IV, para detectar a presenca substancias lipofilicas (Johansen, 1940); (b) dicromato de
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potéassio a 10%, para compostos fenolicos (Gabe, 1968); (c) reagente de Fehling, para
acucares ((Maclean and Ivemey-Cook 1952); (d) Lugol, para amido (Johansen, 1940);
(e) xylidine Ponceau, para proteinas (Cortelazzo & Vidal 1991; Amaral ef al. 2001) e (f)
acido periodico- reagente de Schiff (PAS), para polissacarideos (Taboga & Vilamaior,
2013).

A fim de localizar e comparar anatomicamente as estruturas secretoras florais
associadas a polinizacdo, botdes e flores foram coletados, fixados em solucdo de
formaldeido 4% + glutaraldeido 2,5 % em tampdo fosfato de sodio 0,05M pH 7,2
(Gahan, 1984), submetidos a baixa pressao, desidratados em série etilica, emblocados
em Historesin ® (Leica) e seccionados com navalha de vidro, em micrétomo rotativo,
modelos Spencer 820 (American Optical Co) e RM 2255 (Leica). Secgdes seriadas de 1-
3um de espessura foram coradas com Azul de Toluidina 0,05 % (Feder & O’Brien,
1968).

As observagdes e fotomicrografias foram realizadas em microscopio Leica
DM750 com camera Leica ICC50 HD e software LAS EZ versdo 3.0.0. As imagens
foram editadas no Software Adobe ® Photoshop® 7.0 e as pranchas montadas

utilizando o Corel DRAW®12.

Visitantes florais

O registro de visitantes florais foi realizado no campo a partir de observagdes
focais, ao longo de vérios dias, entre 7h e 18h. Como a taxa de visitagdo em espécies de
Orchidaceae ¢ em geral muito baixa, a frequéncia de visitas e a eficiéncia da polinizagdo
para cada espécie estudada também foi estimada indiretamente a partir das taxas de
remocao e de deposicdao de polindrios. Para tal, flores foram coletadas ao acaso durante
os periodos de floragdo e analisadas sob microscopio esteroscopico quanto a remogdo e
deposicao de polinario. O grau da eficiéncia dos polinizadores foi calculado através da
razao entre o percentual de polinias removidas e o percentual de frutos produzidos

naturalmente (Tremblay et al., 2005).

Sistema reprodutivo

Para o estudo do sistema reprodutivo foram utilizadas técnicas de polinizagao
manual. 1 — para verificar a ocorréncia de autopolinizacio espontanea, botdes florais
sem nenhuma manipulacdo foram isolados com sacos de voil: O. warmingii

(7individuos/45 botdes); O. hookeri (05/16); O. gravesianum (05/10); O.barbaceniae
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(12/54) e Oncidium batemannianum (8/41); 2- a autopoliniza¢do manual, que consiste
em inserir a propria polinia na regido estigmatica de uma mesma flor, foi feita para
verificar a presenca de sistemas de autoincompatibilidade: O. warmingii (22
individuos/62 flores); O. hookeri (05/15); O.gravesianum (05/12); O.barbaceniae
(25/114) e O.batemannianum (24/107); 3- polinizacdo cruzada manual (xenogamia),
que consiste na troca de polinias de flores de individuos diferentes, foi feita para estimar
a producdo potencial de frutos: O.warmingii (20 individuos/73 flores); O.hookeri
(05/15); O.gravesianum (05/13); O.barbaceniae (18/74) e O.batemannianum (22/103);
4- flores nao manipuladas e nao ensacadas foram marcadas e utilizadas como controle
para estimar a produ¢do de frutos em condi¢des naturais: O.warmingii (20 individuos/
229 flores); O.hookeri (05/15); O.gravesianum (05/15); O.barbaceniae (19/ 123) e
O.batemannianum (23/215). Todas as flores utilizadas neste experimento estavam
frescas, mas ndo necessariamente abertas naquele dia, continham polinias e
apresentavam cavidade estigmatica umida e ndo recoberta pelas asas estigmaticas. Tais
caracteristicas foram usadas para nos certificarmos da receptividade e da virgindade das
flores manipuladas (quando polinizadas as asas recobrem a cavidade estigmatica). Apos
o procedimento de polinizacdo manual, as flores foram ensacadas com sacos de voil e
acompanhadas até a senescéncia das mesmas ou até¢ a formacao de frutos. Em todos os
casos, os frutos resultantes foram acompanhados até o estddio proximo a liberacao das
sementes, quando foram coletados e mensurados quanto ao comprimento e didmetro. A
fim de verificar a viabilidade das sementes produzidas, utilizamos a técnica do carmim
acético que consiste em confirmar por transparéncia a presenga de embrido no interior
da semente, considerando-se sementes férteis aquelas com embrido visivel e estéreis
aquelas sem embrido (Kearns & Inouye, 1993). Para tal, foram analisadas no maximo
1000 sementes por fruto.

O grau de autocompatibilidade foi estabelecido através do calculo do indice de
autocompatibilidade (IAc), conforme Lloyd & Shoen (1992), que ¢ o resultado da
divisdo entre a percentagem de frutos formados por polinizagdes manuais que resultam
em autofertiliza¢do (autopolinizacdo manual) e a percentagem de frutos formados por
polinizagdes cruzadas que resultam em fertilizagdo cruzada (xenogamia). Plantas com

IAc superior a 0, 75 foram consideradas autocompativeis.
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RESULTADOS

Distribuicdo e periodos de florescimento

Das espécies em estudo somente Oncidium warmingii ¢ Oncidium
batemannianum estdo amplamente distribuidas ao longo do Parque. Oncidium hookeri,
O. gravesianum e O.barbaceniae ocupam areas limitadas.

Oncidium warmingii ¢ O.batemannianum apresentam florescimento continuo ao
longo do ano. O.barbaceniae apresenta floracdo anual, regular, que se estende nos
meses de dezembro a abril, durante a estacdo quente e imida. As espécies O. hookeri e
O. gravesianum apresentam floracdo anual e regular de marco a abril, na transi¢ao para

a estacdo fria e seca (Fig. 3).

Periodo de floracio
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FIGURA 3: Periodo de floragdo das cinco espécies de Oncidiinae estudadas no Parque Estadual

do Ibitipoca, Minas Gerais.

Morfologia e biologia florais

Oncidium warmingii, O. gravesianum, O. hookeri, O.barbaceniae ¢ O.
batemannianum apresentam flores diurnas, conspicuas e ressupinadas, dispostas em
paniculas multifloras. De um modo geral, a coluna ¢ curta e alada nos lados da cavidade
estigmatica. Abaixo do estigma encontra-se a tabula infrastigmatica, originada pela

fusdo de parte do labelo e parte da coluna. O polinério apresenta um par de polinias
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cartilaginosas, amarelas e conectadas por viscidio pequeno. As principais diferencgas
entre as espécies estudadas estdo no habito, no tamanho das flores e na coloracdo. O.
warmingii, O. batemannianum e O.barbaceniae sdo terrestres ou rupicolas (Fig.4 A, B e

C), ao passo que O. hookeri e O. gravesianum sao epifitas (Fig. 4 D e E).

FIGURA 4: Flores de Oncidium warmingii Rchb.f (A),Oncidium batemannianum Parm. ex.
Knowless & Westc (B) e O.barbaceniae Lindl. C). Espécies de habito epifito: Oncidium
hookeri Rolfe (D) e Oncidium gravesianum Rolfe (F). Parque Estadual do Ibitipoca, Minas
Gerais.
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As medidas referentes aos caracteres florais de atracdo e de reprodugdo estdo
resumidas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Oncidium warmingii apresenta flores alvas com manchas vindceas, sutilmente
perfumadas, dispostas em paniculas multifloras laterais, com oito a doze flores por ramo
de inflorescéncia. As pétalas e sépalas sdo esverdeadas, com manchas vinaceas. O
labelo reniforme branco contrasta com o calo amarelo, cujas projecdes apresentam
manchas vinaceas. As asas da regido estigmatica sdo brancas e a tabula infrastigmatica
amarela apresenta guia de cor vinacea. O labelo, incluindo o calo, a tabula
infrastigmatica e as asas da regido estigmatica reagiram positivamente ao teste com
vermelho neutro (Fig. 5 A).

As flores de O. hookeri sao amarelas, diminutas e com odor muito suave. Estdo
dispostas em paniculas multifloras pendentes, com quinze a trinta flores por ramo. O
labelo reniforme e amarelo contrasta com o calo castanho brilhante. As asas da regido
estigmatica sdo amarelas e contrastam com a tabula infrastigmatica de cor castanha.
Todo o perianto apresentou reagdo positiva ao vermelho neutro (Fig.5 B).

As flores conspicuas e grandes de O. gravesianum estdo dispostas em paniculas
multifloras laterais, com até 10 flores por ramo. Sdo castanhas, com a regido central do
labelo e margens de pétalas e sépalas amarelas. O labelo ¢ sub-reniforme, ndo articulado
com a coluna, apresentando calo amarelo, com projecdes castanhas. A coluna ¢ curta
eas asas da regido estigmatica sdo de cor marrom. A tdbula infrastigmatica ¢ amarela. O
odor floral ¢ bem acentuado e citrico, tendo-se verificado reagdo positiva ao vermelho
neutro somente no calo do labelo (Fig. 5 C).

Oncidium barbaceniae dispde suas flores sutilmente perfumadas em paniculas
eretas, podendo apresentar até duas inflorescéncias secunddrias. Cada inflorescéncia
pode sustentar até sete flores com labelo, tabula infrastigmatica e coluna amarelas,
contrastantes com pétalas e sépalas de coloragdo castanha. O labelo reniforme ndo
contrasta com o calo e suas projecdes, como também ndo ocorre diferenciagdo na
coloragdo da coluna curta e asas da regido estigmatica. Reagdo positiva ao vermelho
neutro ocorreu no calo e na borda do labelo adjacente a ele (Fig.5 D).

As flores de Oncidium batemannianum estao dispostas em paniculas multifloras
laterais, com oito a doze flores por ramo. As flores sdao sutilmente perfumadas, amarelas
e com manchas castanhas nas pétalas e sépalas. O labelo reniforme e amarelo contrasta
com o calo branco que tem protuberancias com manchas castanhas. Nao ocorre

diferenciagdo na colora¢do amarela entre as asas da regido estigmatica e a tabula
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infrastigmatica. A reac¢do positiva ao vermelho neutro foi detectada somente para o calo

do labelo (Fig.5 E).

FIGURA 5: Flores de Oncidiinae, demonstrando rea¢ao ao vermelho neutro: Oncidium
warmingii Rchb.f (A), Oncidium hookeri Rolfe (B), Oncidium gravesianum Rolfe (C),
O.barbaceniae Rchb.f (D) e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowless & Westc
(E).Flores controles demarcadas com seta vermelha. Parque Estadual do Ibitipoca, Minas
Gerais.



Em todas as espécies (Fig. 6 A, CD.E), exceto O. hookeri(Fig.6 B),
observagdes morfoldgicas apontaram duas regides localizadas simetricamente na base
dos lobulos laterais, adjacentes ao calo bem evidentes a olho nu, interpretadas como

possiveis elaioforos.

FIGURA 6: Flores de Oncidiinae - regides localizadas simetricamente na base de cada lobulo lateral
indicadas por setas: Oncidium warmingii Rchb.f (A), Oncidium hookeri Rolfe (B), Oncidium

gravesianum Rolfe (C), Oncidium barbaceniae Lindl. (D) e Oncidium batemannianum Parm. ex.
Knowless & Westc (E). Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais.
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Também em todas as espécies, flores receptivas apresentam a entrada da regido
estigmatica recoberta por secrecdo, onde o polindrio adere com facilidade. A
receptividade estigmatica estende-se por toda a antese. O periodo de antese das flores
(longevidade) nao visitadas e, portanto, sem que haja remog¢do e/ou insercdo das
polinias, estende-se por 10 a 25 dias. Entretanto, quando as polinias sao removidas, a
longevidade diminui para 10 a 14 dias. Apos dois a cinco dias da inser¢do experimental
da polinia na cavidade estigmatica, as asas laterais do estigma fecham a entrada desta
regido (Fig. 7) e tem inicio a desidratagdo das estruturas florais e a senescéncia (Tabela
3). O fim da receptividadeem flores ndo visitadas ¢ acompanhado da senescéncia das
estruturas florais e do endurecimento da secrecdo estigmatica, dificultando o processo

de aderéncia do polinério.

FIGURA 7: Flores de Oncidium gravesianum Rolfe., mostrando: regido estigmatica aberta (A); regido
estigmatica fechada através das asas (B). Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais.
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TABELA 1: Morfometria dos caracteres florais de atragdo de Oncidium warmingii Rchb.f., Oncidium hookeri Rolfe, Oncidium gravesianum Rolfe,
Oncidium barbaceniae Lindl. ¢ Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc no Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais. (média
em mm,tdesvio padrdo; valores minimo e maximo; c=comprimento, I=largura, d= didmetro; n=30 para cada espécie).

Espécies - Oncidiinae

Caracteres Florais O.warmingii 0. hgokeri 0. grqvesianum O.barbgceniae O.batem:nnianum
de AL ﬁa 4 b4
Atraciio b el % ' -
¢ (mm) 1 (mm) ¢ (mm) 1 (mm) ¢ (mm) 1 (mm) ¢ (mm) 1 (mm) ¢ (mm) 1 (mm)
25,00 12,04 12,56 6,05 52,89 54,63 32,19 19,85 23,13 12,77
Corola +2,34 +1,70 +1,56 +0,56 +5,75 +4,73 +2,82 + 2,67 + 3,34 +1,18
21,34 8,20 9,66 4,75 41,47 43,87 25,64 16,13 12,95 10,15
30,34 15,16 15,83 7,30 62,98 61,49 37,24 26,24 29,05 15,24
Labelo 13,80 12,04 7,55 6,05 28,19 28,23 18,76 19,85 13,25 12,71
+1,49 +1,70 + 0,67 +0,56 +3,70 +2,70 + 1,75 +2,67 + 1,17 + 1,19
10,69 8,20 5,88 4,75 19,50 24,48 15,12 16,13 10,64 10,50
16,53 15,16 8,52 7,30 33,68 33,90 22,46 26,24 16,16 15,24
Calo 3,60 2,29 2,42 2,28 7,01 2,96 7,70 2,33 3,35 2,17
+0,45 +0,61 +0,19 +0,20 +0,92 + 0,89 +0,92 +0,55 + 0,48 + 0,61
2,50 1,41 2,08 1,95 4,64 1,08 6,04 1,41 2,17 1,23
4,40 4,24 2,73 2,62 8,79 4,53 9,33 4,09 3,96 3,46
2,23 1,35 0,80 0,46 3,08 1,47 3,35 1,75 2,12 1,14
Tabula 0,60 +0,30 +0,17 +0,10 +0,83 +0,57 +0,61 +0,32 + 0,42 +0,21
Infrastigmatica 0,94 0,76 0,59 0,30 1,34 0,19 2,37 0,84 1,31 0,72
3,56 2,06 1,18 0,67 3,84 2,22 4,85 2,34 2,81 1,52
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TABELA 2: Morfometria dos caracteres florais de reproducao de Oncidium warmingii Rchb.f., Oncidium hookeri Rolfe, Oncidium gravesianum
Rolfe, Oncidium barbaceniae Lindl. e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc no Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais.
(média em mm, tdesvio padrio; valores minimo e maximo; c=comprimento, I=largura, d= diametro; n=30 para cada espécie).

Espécies - Oncidiinae

O.warmingii O.hookeri O.gravesianum O.barbaceniae O.batemannianum
Caracteres Florais . i 39 Iy 8
de i W v
Reproducio s
¢ (mm) 1 (mm) ¢ (mm) 1 (mm) ¢ (mm) 1 (mm) ¢ (mm) 1 (mm) ¢ (mm) 1 (mm)
3,64 1,59 1,40 0,94 8,82 3,69 6,19 2,44 3,73 1,64
+0,67 +0,43 +0,26 +0,13 +1,23 1,09 0,85 +0,40 +0,85 0,37
Coluna 1,83 0,65 0,85 0,75 6,12 1,20 3,91 1,42 2,06 0,91
5,04 2,17 1,96 1,19 10,99 5,03 1,90 3,15 5,87 2,28
. ] L. 1,42 1,59 0,81 0,46 8,82 3,69 6,19 2,44 2,12 1,14
Regido estigmatica ), +0,43 +0,17 +0,10 +1,23 +1,09 +0,85 +0,40 +0,42 £0,21
0,96 0,65 0,59 0,30 6,12 1,20 3,91 1,42 1,31 0,72
1,79 2,17 1,18 0,67 10,99 5,03 7,90 3,15 2,81 1,52
5,76 0,98 2,72 0,35 9,71 1,70 4,98 1,27 4,52 0,83
o +0,95 +£0,21 +0,47 +0,10 +1,63 +0,67 +0,95 +0,17 +0,87 +0,19
Ovario 4,06 0,55 1,99 0,17 6,48 0,38 2,26 0,96 3,13 0,40
8,88 1,48 3,66 0,60 12,44 2,97 6,88 1,85 6,45 1,20
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TABELA 3: Experimentos relativos ao periodo de antese (longevidade floral) de
Oncidium warmingii Rchb. f., Oncidium hookeri Rolfe, Oncidium gravesianum Rolfe,
Oncidium barbaceniae Lindl. e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc
no Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais.

Experimentos
Espécies Controle P?hma Polinias inseridas
retiradass
n dias n dias n dias
O.warmingii
a .
koot 10 15a25 10 10a 14 10 5
O.gravesianum
e 10- 15-20- 10 10 a 15- 10- 5
O.barbaceniae
A
‘_“‘ 10 10a20 10 10a15 10 5
O.batemannianum
B
i 10 10a25 10 10al5 10 5

.y
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Estudo anatomico do labelo e natureza da secrecao

Para a descri¢do estrutural e localizagdo das diferentes regides secretoras,
dividimos o labelo em: limbo, calo e regides estruturalmente diferenciadas localizadas
simetricamente na por¢ao proximal dos lobos laterais (LL).

Oncidium warmingii

Limbo: Em vista frontal, possui superficie papilosa (Fig. 8a) em ambas as faces.
As papilas sdo revestidas por cuticula estriada que se apresenta rompida em alguns
pontos. Nota-se secrecao na superficie do limbo (Fig. 8b). Em sec¢do longitudinal, as
papilas apresentam paredes espessadas e grandes vacuolos voltados para o polo distal
(Fig. 8c, d) e, por vezes preenchidos por secrecao contendo substancias lipofilicas (Fig.
8 - e; Tab. 4). O mesofilo, em sec¢do transversal, possui até oito estratos
parenquimaticos com células de contorno circular a sinuoso, frouxamente dispostas e
contendo graos de amido (Fig. 8f). Nesta regido ocorrem feixes vasculares colaterais e
inameros idioblastos contendo rafides (Fig. 8f).

Calo: Em vista frontal ocupa a por¢do mediana do labelo e apresenta projecdes
alargadas ou digitiformes (Fig. 9a), superficie papilosa e estdmatos (Fig. 9b, c). Em
seccdo transversal, possuem em ambas as faces, epiderme com células papilosas de
paredes espessadas e com grande vacuolo voltado para o polo distal. Por vezes, verifica-
se o deslocamento da membrana plasmatica que se afasta da parede celular originando
um espago periplasmatico onde se observa a presenga de secre¢do (Fig. 9 d). Nota-se
ainda, algumas vezes, que a cuticula se afasta da parede celular e o espaco subcuticular
¢ ocupado por secrecdo (Fig. 9¢). Nas células epidérmicas e secrecdo foram detectadas
substancias lipofilicas (Fig. 9f) e proteinas (Tab. 4). O mesofilo ¢ composto por até 20
estratos parenquimaticos com células de contorno sinuoso a arredondado dispostas
frouxamente. Nesta regido ocorrem feixes vasculares colaterais e idioblastos contendo
rafides.

LL: Na porc¢ao basal do labelo, bilateralmente e adjacentes ao calo, diferenciam-
se duas regides de aspecto esponjoso (Fig. 10a). Estas regides, em vista frontal,
apresentam superficie plana (Fig. 10b). Em seccdo transversal, a epiderme ¢ composta
por células arredondadas ou retangulares, dispostas compactamente, com paredes
espessas, especialmente as periclinais externas (Fig. 10c), citoplasma denso, nucleo
conspicuo (Fig. 10c-e) e vactolo contendo secrecdo (Fig. 10d), voltado para o polo
distal. Por vezes, a cuticula se afasta da parede celular (Fig. 10d) e o espaco subcuticular

¢ ocupado por secre¢ao. Nas células epidérmicas foram detectadas substancias
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lipofilicas (Fig. 10f; Tab.4). O mesofilo ¢ ainda composto por até oito estratos
parenquimaticos com células de paredes sinuosas e disposi¢do frouxa. Os espacos
intercelulares por vezes mostram-se preenchidos por secre¢do. Nesta regido ocorrem

feixes vasculares colaterais e idioblastos contendo rafides.
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Figura 8: Limbo do labelo de O. warmingii, em vista frontal (a, b; MEV) e em secgdo transversal (c-f). a,
detalhe da superficie papilosa; b, detalhe da cuticula estriada, rompida em alguns pontos (setas azuis) e da
presenca de secrecdo (setas vermelhas); c, face adaxial; d, face abaxial (note feixe vascular — seta
vermelha); e, epiderme submetida ao teste com Sudan III; f, células parenquimaticas contendo graos de
amido marcados pelo teste com lugol (note idioblasto contendo rafides — seta verlha). Barra = 20pm, em
b, e; 50um em ¢, d; 100pum em a, f.
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Figura 9: Calo do labelo de O. warmingii, em vista frontal (a, b; MEV) e em seccdo transversal (c-f). a,
visdo geral; b, detalhe da superficie papilosa e dos estomatos; c, estdomato; d, detalhe da epiderme,
evidenciando presenca de secrecdo (seta vermelha) no espago periplasmatico; e, detalhe da epiderme,
evidenciando presencga de secrecdo (seta vermelha) no espago subcuticular; f, epiderme submetida ao teste
com Sudan III. Barra = Imm, em a; 20um, em ¢, d, f; 50pm em e; 100pum em b.

32



Figura 10: Lobos laterais do labelo de O. warmingii, em vista frontal (a, b; MEV), em sec¢do obliqua
(c), em seccdo transversal (d, f) e em sec¢do paradérmica (e). a, visdo geral do calo, evidenciando LL
(destaques); b, detalhe da superficie de LL; c, epiderme; d, detalhe da epiderme, evidenciando o
afastamento da cuticula (seta vermelha); e, epiderme; f, epiderme submetida ao teste com Sudan III. (LL:
regides estruturalmente diferenciadas localizadas simetricamente na por¢do proximal dos lobos laterais)
Barra = Imm, em a; 20pm, em d, ¢, f; 50um em c; 100pum em b.
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Oncidium hookeri

Limbo: Em vista frontal (Fig. 11a, b), possui superficie papilosa em ambas as
faces. As papilas sdo revestidas por cuticula estriada. Nota-se secre¢ao na superficie do
labelo. Em sec¢do longitudinal, as papilas apresentam paredes espessadas e grandes
vacuolos voltados para o polo distal e, por vezes preenchidos por secre¢do contendo
substancias lipofilicas (Fig. 11c, d; Tab. 4). O mesofilo, em sec¢do transversal, possui
até seis estratos parenquimaticos com células de contorno circular a sinuoso,
frouxamente dispostas e contendo graos de amido (Fig. 1le; Tab. 4). Nesta regido
ocorrem feixes vasculares colaterais e idioblastos contendo rafides (Fig. 11f), estes
ultimos geralmente posicionados no estrato subepidérmico na face abaxial.

Calo: Em vista frontal, apresenta-se bilobado (Fig. 12a), os bordos bem
delimitados, espessados e recobertos por secrecao (Fig. 12b). Em sec¢do transversal,
possui epiderme com células secretoras tabulares, de paredes espessadas, citoplasma
denso, nucleo bem evidente e centralizado além de pequenos vactiolos. Chamam a
atencdo as pontoacgdes (Fig. 12c) entre as células epidérmicas. Substancias lipofilicas
foram detectadas nas células epidérmicas e secrecao (Fig. 12d, Tab. 4). O mesofilo ¢
composto por até 20 estratos parenquimaticos com células de contorno arredondado a
sinuoso, dispostas compactamente (Fig. 12e). Nesta regido ocorrem feixes vasculares

colaterais e idioblastos contendo rafides (Fig. 12f).
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Figura 11: Limbo do labelo de O.hookeri, em vista frontal (a, b; MEV) e em seccdo transversal (c-f). a,
visdo geral; b, Ampliacdo do destaque em a: detalhe da superficie papilosa (note a presenca de secrecdo -
setas vermelhas); ¢, epiderme na face adaxial; d, reagdo ao teste com Sudan III (note goticulas de 6leo em
ambas as superficies); e, células parenquimaticas contendo grdos de amido marcados pelo teste com
lugol; f, detalhe de idioblasto contendo rafides. Barra = Imm em a; 20um, em b, ¢, f; 50pm em d; 100pm
eme.
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Figura 12: Calo do labelo de O.hookeri, em vista frontal (a, b; MEV) e em sec¢do transversal (c-f). a,
visdo geral; b, Ampliacdo do destaque em a: detalhe de secreco na superficie (setas vermelhas); c,detalhe
das pontoagdes entre as células epidérmicas (setas vermelhas); d, reagdo ao teste com Sudan III (note
goticulas de dleo na superficie); e, células epidérmicas e parenquimaticas; f, detalhe de idioblasto
contendo rafides. Barra = lmm em a; 20um, em ¢, d; S0um em e, f; 100pm em b.
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Oncidium gravesianum

Limbo: Em vista frontal, possui superficie papilosa (Fig. 13a) em ambas as
faces. As papilas apresentam dimensdes variadas (Fig. 13b) e sdo revestidas por cuticula
estriada. Em seccao longitudinal, sdo compostas por uma ou duas células (Fig. 13c¢), de
paredes espessadas e com grandes vactiolos voltados para o polo distal. Chamam a
atencdo as pontoacdes entre células de uma mesma papila e de papilas adjacentes. O
mesofilo, em sec¢do transversal, possui hipoderme secretora diferenciada em ambas as
faces e até 15 estratos parenquimaticos com células de contorno sinuoso, frouxamente
dispostas e contendo graos de amido. Nesta regido ocorrem feixes vasculares colaterais
circundados por bainha de células arredondadas com paredes espessadas e inimeros
idioblastos contendo rafides (Fig. 13d). Substancias lipofilicas e graos de amido foram
detectados no protoplasto de células epidérmicas e hipodérmicas (Fig. 13e, f; Tab. 4).

Calo: Em vista frontal, apresenta uma ampla projecao triangular central, ladeada
por projegdes menores, digitiformes, geminadas ou ndo (Fig. 14a). Esta projecao
triangular central apresenta estomatos (Fig. 14c). Em seccdo transversal possui, em
ambas as faces, epiderme com células papilosas de paredes espessadas seguida por um a
dois estratos hipodérmicos cujas cé€lulas apresentam as mesmas caracteristicas das
células epidérmicas (Fig. 14b, d). O mesofilo ¢ ainda composto por até 15 estratos
parenquimaticos com células de contorno sinuoso a arredondado e possui feixes
vasculares colaterais (Fig. 14b). Nas células epidérmicas e hipodérmicas foram
detectadas substancias lipofilicas e graos de amido (Fig. 14e, f; Tab. 4). O bordo nesta
projecao triangular central, em vista frontal, diferencia-se pela auséncia de papilas (Fig.
15a, b). Apresenta, em secc¢do transversal (Fig. 15¢, d), epiderme com células alongadas
quadrangulares, com paredes espessadas, citoplasma denso e niicleo conspicuo, seguida
por dois a trés estratos hipodérmicos diferenciados e estratos parenquimadticos com
células de contorno sinuoso e frouxamente dispostas. Nas células epidérmicas e
hipodérmicas foram detectadas substancias lipofilicas, proteinas e graos de amido (Fig.
15e, f; Tab. 4).

LL: Na porc¢ao basal do labelo, bilateralmente e adjacentes ao calo, diferenciam-
se duas regides de aspecto esponjoso (Fig. 16a). Estas regides, em vista frontal,
mostram-se recobertas por secrecdo (Fig. 16b). Em sec¢do transversal, a epiderme ¢
composta por células tabulares (Fig. 16c¢), dispostas compactamente, com paredes
periclinais externas espessadas, citoplasma denso, nucleo conspicuo com um ou mais

nucléolos (Fig. 16d) e pequenos vacuolos. A epiderme seguem-se até seis estratos
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hipodérmicos cujas células apresentam caracteristicas semelhantes aquelas das células
epidérmicas. No protoplasto das células epidérmicas e hipodérmicas foram detectadas
substancias lipofilicas (Fig. 16e) e proteinas (Tab. 4). O mesofilo ¢ ainda composto por
estratos parenquimaticos com células de paredes sinuosas e de disposicao frouxa. Nesta

regido ocorrem inimeros idioblastos contendo rafides (Fig. 16f).
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Figura 13: Limbo do labelo de O.gravesianum, em vista frontal (a, MEV), em sec¢do obliqua (¢) ¢ em
seccdo transversal (b-d; f). a, detalhe da superficie papilosa; b, vista geral; ¢, detalhe de papila composta
por duas células; d, detalhe de idioblasto contendo rafides; e, reacdo ao teste com Sudan IV; f, reacdo ao
teste com teste com lugol. Barra =20pm, em ¢, d; 50pm em e, f; 100um em a; 200um em b.
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Figura 14: Calo do labelo de O.gravesianum, em vista frontal (a, c, MEV) e em secc¢@o transversal (b, d-
f). a, visdo geral; b, padrdo anatdmico da regido destacada em a; c, estomatos; d, detalhe da epiderme
eestrato hipodérmico; e, reagdo ao teste com Sudan III; f, rea¢do ao teste com lugol. Barra = Imm em a;
20um, em d, e; 5S0um em c, f; 100pm em ; 200pm em b.
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Figura 15: Bordo do calo do labelo de O.gravesianum, em vista frontal (a, b, MEV), em sec¢o obliqua
(c, d) e em seccdo transversal (e, f). a, vista geral; b, ampliacdo do destaque em a (note secre¢do na
superficie); ¢ - d, detalhes da epiderme e estratos hipodérmicos (note secre¢ao na superficie, em d — setas
vermelhas; e, rea¢do ao teste com Sudan III; f, reacdo ao teste com teste com xylidine Ponceau. Barra =
Imm, em a; 20pum, em e, d; S0um em ¢, f; 100pm em b.
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Figura 16: Lobos laterais do labelo de O.gravesianum, em vista frontal (a, b; MEV), em sec¢do obliqua
(c), em seccdo paradérmica (d) e em secgdo transversal (e, f). a, visdo geral do calo, evidenciando LL
(destaques); b, detalhe da superficie de LL; ¢, epiderme e estratos hipodérmicos; d, detalhe da epiderme,
evidenciando os nucleos conspicuos, com um ou mais nucléolos; e, reagdo ao teste com Sudan III; f,
rafides, vistas sob luz polorizada. (LL: regiGes estruturalmente diferenciadas localizadas simetricamente

na por¢do proximal dos lobos laterais) Barra = lmm, em a; 20pm, em d, ¢, f; 50um em c; 500pum em b.
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Oncidium barbaceniae

Limbo: Em vista frontal, possui superficie papilosa em ambas as faces (Fig. 17a,
b). As papilas apresentam dimensdes variadas e sdo revestidas por cuticula estriada. Em
seccao longitudinal, sdo compostas por uma ou duas células, de paredes espessadas e
com grandes vactiolos voltados para o polo distal. Chamam atencao as pontoagdes entre
células de uma mesma papila e de papilas adjacentes (Fig. 17c¢, d). Substancias
lipofilicas e graos de amido (Fig. 17e, f; Tab. 4) foram detectados no protoplasto destas
células. O mesofilo, em sec¢do transversal, possui cerca de 6 estratos com células de
contorno sinuoso, frouxamente dispostas e contendo graos de amido (Fig. 17f; Tab. 4).
Nesta regido ocorrem feixes vasculares colaterais.

Calo: Apresenta projecdes irregulares (Fig 18a) recobertas por secrecdo em
quase toda sua extensdo, de modo que as células ai presentes sdo quase indistinguiveis
(fig. 18b). Na por¢ao proximal do calo as longas papilas s3o nitidas (Fig. 18c). Em
seccdo transversal, a epiderme é composta por células arredondadas ou quadradas (Fig
18d), por vezes papilosas (por¢do proximal — Fig. 18e), com espessas paredes,
citoplasma denso, nucleo conspicuo e vacuolo voltado para o polo distal. Por vezes
verifica-se o deslocamento da cuticula que se afasta da parede celular (Fig 18d) bem
como a presenca de secrecdo no espaco subcuticular. A epiderme segue-se estrato
hipodérmico cujas células apresentam as mesmas caracteristicas das células
epidérmicas. No protoplasto das células epidérmicas (Fig 18f) e hipodérmicas foram
detectadas substancias lipofilicas e proteinas (Tab.4). O mesofilo ¢ ainda composto por
até oito estratos de células parenquimaticas dispostas frouxamente e possui feixes
vasculares colaterais.

LL: Na porc¢ado basal do labelo, bilateralmente e adjacentes ao calo, diferenciam-
se duas regides de aspecto esponjoso (Fig. 19a, b). Estas regides, em vista frontal,
mostram-se recobertas por secrecdo € com a cuticula deslocada ou rompida em diversos
pontos (Fig. 19c). Em seccdo transversal, a epiderme ¢ composta por células
arredondadas ou quadradas, dispostas compactamente, com espessas paredes,
citoplasma denso, nucleo conspicuo e vactolo voltado para o polo distal (Fig. 19d). A
epiderme segue-se um (face adaxial) a quatro (face abaxial) estratos hipodérmicos cujas
células apresentam as mesmas caracteristicas das células epidérmicas (Fig 19¢). Sao
frequentes pontoacdes entre células destes estratos. No protoplasto das células

epidérmicas (Fig 19f) e dos estratos hipodérmicos foram detectadas substancias
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lipofilicas e proteinas (Tab. 4). O mesofilo ¢ ainda composto por estratos

parenquimaticos e possui feixes vasculares colaterais.
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Figura 17: Limbo do labelo de O.barbaceniae em vista frontal (a, b MEV), e em secgdo transversal (c -
f). a, vista geral; b, ampliagdo do destaque em a: detalhe da superficie papilosa; c, face adaxial; d,face
abaxial; e, reacdo ao teste com Sudan III; f, reacdo ao teste com lugol. Barra = Imm, em a; 20pm, em e;
S0umemb,c,d, f.



Figura 18: Calo do labelo de O.barbaceniae, em vista frontal (a-c, MEV) e em seccdo transversal (d-f).
a, visdo geral; b, superficie na regido destacada em amarelo, em a; c, superficie na regido destacada em
azul, em a; d, detalhe da epiderme na regido destacada em amarelo, em a; e, epiderme na regido destacada
em azul, em a; f, reagdo ao teste com Sudan IV. Barra = Ilmm em a; 20pm, em f; 50pm em b, c, d, e.
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Fiéura 19: Lobos latérais do
transversal (d-f). a, visdo geral do calo, evidenciando LL (destaques); b, detalhe da superficie de LL;
c,detalhes da cuticula deslocada ou rompida (setas vermelhas); d, detalhe da epiderme; e, epiderme ¢
estratos hipodérmicos; f, epiderme submetida ao teste com Sudan III. (LL: regides estruturalmente
diferenciadas localizadas simetricamente na por¢do proximal dos lobos laterais) Barra = 1mm, em a;

20pum, em d, f; 5S0pm em b, ¢, e.
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Oncidium batemannianum

Limbo: Em vista frontal, possui superficie papilosa na face adaxial (Fig. 20a).
As papilas sdo revestidas por cuticula estriada e, por vezes, apresentam secre¢do na
superficie (Fig. 20b). Em seccdo transversal (Fig. 20c), ¢ composto por epiderme
uniestratificada em ambas as faces e estratos de parénquima. A epiderme na face adaxial
possui células papilosas e polarizadas, com o polo distal ocupado por um grande
vacuolo. Na face abaxial (Fig. 20d), as células epidérmicas possuem contorno circular a
quadrangular e paredes espessadas, especialmente as periclinais externas. O mesofilo
possui cerca de 10 estratos com células de contorno sinuoso, frouxamente dispostas e
contendo graos de amido. Nesta regido ocorrem idioblastos contendo rafides e feixes
vasculares colaterais. As células do estrato hipodérmico, na face abaxial, também
apresentam paredes espessadas. Substancias lipofilicas foram detectadas no interior e na
superficie das células epidérmicas em ambas as faces (Fig 20 e, f; Tab. 4).

Calo: Apresenta projecoes digitiformes de dimensoes variadas (Fig.21a, b) em
vista frontal, com estdmatos (Fig. 21c). As projecdes, em seccdo transversal, possuem
contorno circular (Fig. 21d). A epiderme ¢ composta por células arredondadas,
quadradas ou prismaticas, dispostas compactamente, com citoplasma denso, nucleo
conspicuo e vacuolo voltado para o polo distal. O estrato hipodérmico possui cé€lulas
arredondadas, com nucleos conspicuos e citoplasma menos denso em relacdo aquele das
células epidérmicas. A regido central destas estruturas ¢ ocupada por células
parenquimaticas dispostas frouxamente. A superficie entre as projegdes digitiformes,
em vista frontal, ¢ acentuadamente papilosa e as papilas revestidas por cuticula estriada
(Fig. 21e), por vezes, recobertas por secrecao. Em sec¢do transversal (Fig. 21f), a regido
apresenta epiderme e estrato hipodérmico com células diferenciadas pelas paredes
espessadas, vactiolos com contetdo lipofilico e proteico (Tab. 4) e nicleos conspicuos,
além de estratos parenquimaticos.

LL: Na porc¢ao basal do labelo, bilateralmente e adjacentes ao calo, diferenciam-
se duas regides de aspecto esponjoso (Fig. 22a). Estas regides, em vista frontal,
mostram-se recobertas por secre¢cdo. Em seccdo transversal (Fig. 22b), apresentam
epiderme, estratos hipodérmicos (1 a 4) com células diferenciadas e estratos
parenquimaticos. As células parenquimaticas apresentam contorno sinuoso e estao

dispostas frouxamente. A epiderme possui células papilosas (Fig. 22c), por vezes
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mamiliformes (Fig. 22d), apenas na face adaxial. Na face abaxial, verifica-se o
deslocamento da cuticula que se afasta da parede celular bem como a presenga de
secrecdo no espaco subcuticular (Fig. 22¢). Compostos lipofilicos (Fig. 22f) e proteicos

(Tab. 4) foram detectados nos estratos epidérmico e hipodérmicos, em ambas as faces.
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Figura 20: Limbo do labelo de O. batemannianum, em vista frontal (a, b MEV), e em secgdo transversal
(c - ). a, vista geral; b, ampliacdo do destaque em a: detalhe da superficie papilosa e presenca de
secre¢do; ¢, padrio anatomico da regido destacada em a; d, face abaxial; e, reacdo ao teste com Sudan III,
na face adaxial; f, reagdo ao teste com Sudan III, na face abaxial. Barra = Imm, em a; 10 pm em b; 20pum
em d-f; 100um em c.
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Figura 21: Calo do labelo de O.batemannianum, em vista frontal (a-c, e, MEV) e em secgdo transversal
(d-1). a, visdo geral; b, ampliag@o do destaque amarelo em a: detalhe de projecdo digitiforme; c, detalhe de
estdmato; d, projecdo digitiforme; e, epiderme papilosa na regido destacada em azul, em a; f, padrao
anatomico da regido destacada em azul, em a. Barra = Imm em a; 10 pm em c¢; 20pm, em f, 50pum em d,
e, f; 100um, em b.
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Figura 22: Lobos laterais do labelo de O. batemannianum, em vista frontal (a, d; MEV), em sec¢éo
obliqua (b) e em secgdo transversal (c, e, f). a, visdo geral do calo, evidenciando LL (destaques); b,
padrio anatdmico da regido destacada em a; c, detalhe da epiderme papilosa; d, detalhe da epiderme na
face adaxial; e, detalhe da cuticula deslocada e secregdo; f, epiderme submetida ao teste com Sudan III.
(LL: regides estruturalmente diferenciadas localizadas simetricamente na porg¢ao proximal dos lobos
laterais) Barra = lmm em a; 20um emc, d, e, f; 100pm em b.
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TABELA 4:Testes histoquimicos nas flores das espécies de Oncidiinaedo Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais. (L= labelo; CL=calo do
labelo; LL= lobos laterais).

Espécies — Oncidiinae

O.batemannianum

0. warmingi O.hookeri O.gravesianum O.barbaceniae
Reagente Substancia Cor A P ,"ﬁi B
‘- ,‘: ¥y %y
oA '
L CL LL| L CL LL| L CL LL|L CL LL| L CL LL
. . . + +
Sudan 111 Compostos lipofilicos laranja-avermelhada + + +  + + + + + + o+ + +
. . . + +
Sudan IV Compostos lipofilicos laranja-avermelhada + + + - - + + + 4+ + 4+ +
Reagente de Fehling — Sl S~ o~~~
Lugol Amido violeta + - -+ - + o+ o+ o+ = =+ = =
Dicromato de Potéssio 1
Compostos fendlicos  marrom - - - - = - - - - - = - - -
Acido periodico + . , L . _ _ _
Reagente de Schiff Polissacarideos magenta
Xylidine Ponceau Proteinas vermelho - - - - - - T T - - -
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Visitantes florais

Durante as observac¢des de campo, foram registradas visitas de coledpteros as
flores de O.warmingii e O.batemannianum; de uma espécie de diptera as flores de
O.batemannianum e de O.gravesianum e de uma espécie de himenoptera bem pequena
as flores de O. hookeri e O. gravesianum. Nestes casos, porém, ndo houve contato com
a regido estigmatica e nem remogao de polinias. Centris aff. confusa foi registrada numa
populagdo de O.barbaceniae mas ndo visitou as flores da espécie.Assim, os esforcos
amostrais de 514 horas de observagdo (O.warmingii = 136 horas; O.batemannianum =
130 horas; O.barbaceniae = 92 horas; O.hookeri = 78 horas ¢ O.gravesianum = 78
horas) ndo contabilizaram nenhuma visita legitima por abelhas, em especial as coletoras
de 6leo, em nenhuma das cinco espécies.

No entanto, entre 28% (para O. batemannianum) e 47% (para O.
gravesianum)das flores analisadas apresentaram polinias removidas. No entanto, estas
visitas resultam em baixa taxa de polinizacdo, ja que apenas entre 1% (para O.
warmingii) € 15% (para O. gravesianum) das flores apresentaram polinias inseridas na

cavidade estigmatica (Tabela 5).
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TABELA 5: Andlise quanto a presenga e auséncia de polinias nas flores de Oncidium
warmingii Rchb.f.,, Oncidium hookeri Rolfe, Oncidium gravesianum Rolfe, Oncidium
barbaceniae Lindl. e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc no Parque
Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais (n=numero amostral; p/p=presenca de polinias;
a/p=auséncia de polinias e p/i= polinias inseridas).

Espécies n/ind. Flores

n pP/p a/p p/i

O.warmingii
N

90 315 62,22% 36,82% 0,96%

O.hookeri
»

":i'.r\ 67 230 50,43% 37,82% 11,75%
Byl
4

O.gravesianu

37 121 39,68% 46,28% 14,04%

O.barbaceniae
]
"‘ 76 299 64,21% 30,10% 5,69%

O.batemannianum

i 87 352 71,02% 27,56% 1,42%

.
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Sistema reprodutivo

Os experimentos relativos ao sistema de reprodugao encontram-se resumidos na
Tabela 6. As espécies estudadas nao se autopolinizam espontaneamente, em funcao da
presenca do rostelo, que impede o contato entre as polinias e a regido estigmatica.
Sendo assim, todas sdo dependentes das visitas de polinizadores para que seja efetuada a
transferéncia de polinias para a regido estigmatica.

Em praticamente todos os experimentos, ocorreu uma maior percentagem de
frutos iniciados do que de frutos maduros, revelando a ocorréncia de aborto dos mesmos
ao longo do desenvolvimento (Tabela 6). Os frutos sdo polispérmicos, do tipo capsula,
verdes, com sementes anemocodricas medindo aproximadamente 2mm, dispersas por
fendas longitudinais.

A produgdo de frutos alcangou o maior sucesso nos experimentos de polinizagao
cruzada (xenogamia): O.warmingii (15,08%), O.batemannianum  (28,15%),
O.barbaceniae (16,21%), O.hookeri (33,34%) e O.gravesianum (61,53%) (Tabela 6).

Quanto aos experimentos de autopolinizagdo manual, somente houve produgao
de frutos maduros de tamanho e aparéncia normais para O. batemannianum (6,54%) e
para O.barbaceniae (7,89%). Nas demais espécies, os frutos iniciados abortaram ainda
no inicio do desenvolvimento (Tabela 6) e as espécies foram consideradas
autoincompativeis. As medidas referentes aos frutos resultantes dos cruzamentos estao
reunidas na tabela 7. Aandlise das sementes dos frutos originados de autopolinizacao
manual em O.batemannianum e O.barbaceniae mostrou que eles continham 100% de
sementes estéreis e 66,1% de sementes férteis, respectivamente (Tabela 8).No entanto, a
autoincompatibilidade foi confirmada pelo célculo do IAc, que, em ambos os casos, foi
inferior a 0,75 (IAc O.batemannianum = 0,23); 1Ac O.barbaceniae = 0,49).

Os resultados obtidos para a producao de frutos a partir de polinizagcdes naturais
(controle) revelou um sucesso muito baixo, alcangando 8% em O.hookeri, mas nao
excedendo 2% nas demais espécies (Tabela 6).

Por outro lado, mesmo os frutos xenégamos maduros continham sementes
férteis e estéreis, cujas propor¢oes encontram-se discriminmadas na Tabela 8. Os frutos
xendgamos de O. hookeri e O. gravesianum nao continham sementes férteis ou podem
ter sido coletados prematuramente, logo ndo podemos confirmar a esterilidade das

sementes, sendo necessarios novos experimentos.
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TABELA 6: Experimentos relativos ao sistema de reprodugao das espécies de Oncidiinae do Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais.
(n= numero amostral de individuos/flores; fr.inic.= frutos iniciados; fr. mad.= frutos maduros).

Experimentos
Espécies Auto-espontinea Auto-manual Xenogamia Controle
n fr.inic. fr.mad. n fr.inic. fr.mad. n fr.inic. fr.mad. n fr.inic. fr.mad.
0.warmingii
07/45 0% 0% 22/62 17,74% 0% 20/73 32,88% 15,08% 20/229 1,31% 1,31%
O.hookeri
‘i 05/16 0% 0% 05/15 0% 0% 05/15 46,67% 33,34% 05/34 17,64% 8,82%
;N
O.gravesianum
05/10 0% 0% 05/12 0% 0% 05/13 69,23% 61,53% 05/15 0% 0%
O.barbaceniae
s
‘,“" 12/54 0% 0% 25/114 9,64% 7,89%  18/74 37,88% 16,21% 19/123 4,06% 0,81%
O.batemannianum
5
< 08/41 0% 0% 24/107 6,54% 6,54% 22/103 36,90% 28,15% 23/215 1,86% 1,86%

LA

57



TABELA 7: Morfometria dos frutos resultantes dos experimentos Oncidium warmingii Rchb.f., Oncidium hookeri Rolfe, Oncidium gravesianum
Rolfe, Oncidium barbaceniae Lindl. e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc no Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais;

(c=comprimento e d=diametro).

Experimentos
Espécies Auto-manual Xenogamia Controle
c \ d c \ d c d
O.warmingii
i i 18,34 £5,99 5,4+£231 28,36 £3,75 7,72 £ 1,30
O.hookeri
'1 - - 12,69 +4,43  2,09+0,50 16,36 £3,72 2,06 0,36
"
O.gravesiana
- - 88,43 £11,17  17,93+3,24 - -
O. barbaceniae
Hfi 31,59+ 1,56 11,66+ 0,67 24,09+ 4,58 9,72+ 3,24 32,12 £ x 11,95 + x
O. batemannianum
ﬁ§$ 25,63+2,62 8,12 +1,77 27,73+ 3,13 9,17+2,02 28,03 £+4,29 11,94 +0,54

h A
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TABELA 8: Analise das sementes dos frutos resultantes dos experimentos Oncidium warmingii Rchb.f., Oncidium hookeri Rolfe, Oncidium
gravesianum Rolfe, Oncidium barbaceniae Lindl. e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc no Parque Estadual do Ibitipoca,
Minas Gerais (percentual médio +desvio padrdo; c/e=sementes com embrido; s/e=sementes sem embrido; n=numero amostral).

Frutos
. . Fruto - Autopolinizacio Fruto - Xenogamia Fruto - Controle
Espécies
Sementes n/fruto Sementes n/fruto Sementes
n/fruto cle | s/e c/e | s/e cle | s/e
O.warmingii
racie } } } 2 63,30 +£18,80 48,95 +19,86 9 46,94 +45,17 41,94 £44,47
O.hookeri
7t 5 . 100 5 63,6844048  36,32+40,48
’Y’ - - -
O.gravesianum
- i i ] 5 i 100 i ]
O.barbaceniae
A
l_t‘ ) 75.80£1.32 24.20£1.32 3 28,90 +£10,04 86,26 +12,68 4 99,70 +0,38 0,30 +0,39
O.batemannianum
adp -
) ; 100 13 67,25+£27,73 44,02 £36,19 2 100

.y
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Discuss4Ao

As cinco espécies de Oncidiinae estudadas diferiram com relagao aos padroes de
floracdo (sensu Newstron et al.,1994) na area do Parque Estadual do Ibitipoca.
Oncidium warmingii ¢ Oncidium batemannianum exibiram um padrdo continuo, com
tendéncia de pico no periodo mais quente ¢ umido do ano, enquanto que as demais
espécies exibiram um padrao anual: Oncidium barbaceniae, com floragao longa durante
toda a estacdo mais quente e imida do ano, ao passo que O. hookeri e O. gravesianum,
com floracao curta na transi¢cdo da estacdo mais quente e imida para a mais fria e seca.

Todas as espécies apresentaram flores muito longevas, em antese por cerca de 10
a 25 dias. O prolongamento da antese ¢ bem representado em outros géneros de
Oncidiinae: 15 dias em Ornithocephalus kruegeri Rchb.f. e 22 dias em Oncidium
cheirophorum Rchb.f. (Pacek e Stpiczynska, 2007); 7 a 8 dias em Trichocentrum
pumilium (Lindl.) M.W.Chase & N.H.Williams(Pansarin & Pansarin, 2010); 23 a 27
dias em Gomesa montana e 28 a 35 dias em Gomesa varicosa (Pansarin & Pansarin,
2016). O longo periodo de antese observado para muitas Orchidaceae parece estar
relacionado ao favorecimento do sucesso reprodutivo em sistemas de polinizagao
especializados e com baixas taxas de visitas que resultam em limitagdo polinica
(Neiland & Wilcock, 1998; Stpiczynska, 2003; Tremblay et al., 2005). Além disso, o
registro de rapida senescéncia das flores apos a inser¢do da polinia na cavidade
estigmatica, em cinco dias, também ¢ bem conhecido (revisao em Huda & Wilcock,
2011) eestd relacionado com a realocacdo de recursos para as sementes em
desenvolvimento (Galetto et al.,1997), ou sugere que o custo fisiologico associado com
a manutencdo da flor supere qualquer vantagem em manter uma flor j& polinizada
(Primack, 1985). Por outro lado, em todas as espécies estudadas houve redugdo (em
cerca de 20 a 30%) do periodo de antese apos a remocao das polinias, ou seja, apds o
término da fun¢do masculina, impossibilitando que a fung¢do feminina ocorresse. A
rapida perda das flores apds o primeiro estdgio da poliniza¢do das orquideas (remog¢ado
das polinias) ¢ um fendOmeno menos comum, menos facil de ser entendido e parece
predominar nas orquideas tropicais (Huda & Wilcock, 2011). De acordo com Parra-
Tabla et al. (2009), orquideas tropicais estdo mais sujeitas a limitagdo de recursos do
que as temperadas, uma vez que nos tropicos as visitas de polinizadores sdo menos

provaveis e os custos de manuten¢ao das flores grandes e/ou longevas sao maiores.
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O fechamento da cavidade estigmatica pelo movimento das asas estigmaticas,
apos a polinizagdo, foi registrado para todas as espécies estudadas e registros como este
s0 foram encontrados para Tolumnia guibertiana (A. Richard) Braem (Vale et al.
,2011). Os autores (loc. cit.) interpretam o movimento como uma forma de separar as
funcdes masculina e feminina numa mesma flor, evitando uma outra polinizagdo
subsequente da mesma flor, sem afetar a funcdo masculinanos dias em que a flor

permanece aberta antes da senescéncia pos-polinizagao.

Estruturas secretoras florais

As analises anatomicas aqui descritas confirmam a secrecdo de Oleo como
recurso floral nas cinco espécies estudadas, sendo o primeiro registro para todas elas,
exceto para O. warmingii (Alves, 2015). Embora nossos resultados tenham apontado
limbo do labelo, calo do labelo e lobos laterais adjacentes ao calo como regides
secretoras de o6leo, consideramos que o limbo do labelo diferencia-se estrutural e
funcionalmente do calo do labelo e dos lobos laterais adjacentes ao calo, o primeiro
sendo osmoforo e os dois ultimos, elaidforo.

Todas as espécies apresentaram reagdo para o vermelho neutro no labelo.
Oncidium gravesianum exala um odor intenso, ao contrario das demais espécies, cujos
odores sdo muito suaves. Estudo referente a composicdo quimica dos volateis florais
(complementagdo a ser inserida para a publicagdo do artigo) mostrou 65 substancias na
composi¢do quimica dos volateis das flores de O.warmingii, com pelo menos duas delas
associadas a polinizagdo por abelhas. E provavel que estas mesmas substincias sejam
identificadas na composi¢do quimica dos volateis das flores das demais espécies, visto
que os picos cromatograficos ja obtidos sdo bastante semelhantes (com. pess. Rafael
Ferreira). O limbo do labelo, em todas as espécies, apresenta superficie papilosa
secretora de substancias lipofilicas e mesofilo parenquimatico rico em graos de amido, o
que remete a osmoforo (Vogel, 1990). A presenca de amido ¢ caracteristica de
osmoforos, geralmente no estagio pré-secretor, podendo constituir uma fonte de energia
para processos metabolicos intensivos (Stipiczynska & Davies, 2007; Pacek e
Stipiczynska, 2007). A falta de evidéncias de estdmatos nos osmoéforos de O.
gravesianum, O. hookeri e O. barbaceniae sugere que a emissdo de compostos volateis
seja por difusdo, como observado em Epidendrum denticulatum (Sao Ledo, 2012) e em

espécies de Scaphosepalum (Pridgeon & Stern, 1983) e Stanhopea (Stern et al., 1987).
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Ao contrario, em O. warmingii e O. batemannianum a emissdo de compostos volateis
parece estar associada a presenga de estomatos, também registrados em Acianthera
(Melo et al., 2010) e no capuz do polinario de E. orchidiflorum (Sao Ledo, 2012).

Calo e lobos laterais adjacentes ao calo apresentam epitélio ndo papiloso, com
células quadrangulares, por vezes tabulares, que produzem secrecdo composta por
substancias lipofilicas e proteinas (estas ultimas ausentes apenas no calo de O. hookerii
e LL de O. warmingii), o que remete as caracteristicas de um elaiéforo (Vogel, 1974).
Com base na classificagao de Vogel (1974), os elaidforos aqui apresentados pertencem
ao tipo epitelial, embora as camadas subepiteliais também se apresentem com aspecto
secretor em todas as espécies, exceto em O. hookerii. Alguns autores descrevem
elaioforos de espécies de Oncidiinae apresentando, abaixo do epitélio, alguns estratos de
parénquima com células intensamente coradas, com nucleos posicionados na base ou
centralizados e nucléolos conspicuos (Aliscioni et al., 2009; Davies & Stpiczynska,
2009; Stpiczynska et al., 2013). Tais caracteristicas remetem a células metabolicamente
ativas no processo de secre¢do (Gomiz et. al., 2017). Em Oncidium ornithorhynchum, o
parénquima subepitelial mostra grandes espagos intercelulares com material floculado,
acumulado durante o estagio pré-secretor (Stpiczynska et al., 2013), tal como
observamos para as espécies em foco.

A presenca de epiderme papilosa e cuticula estriada entre as proje¢des do calo e
proximas aos lobos laterais em O. warmingii, O.gravesiana, O.barbaceniae e O.
batemannianum podem estar associadas com o acimulo e retengdo da secre¢do nessas
regiodes (Stpiczynska et al., 2013).

A oferta de substancias lipofilicas como recurso tem sido apontada em muitas
espécies de Oncidiinae (e.g. Vogel, 1974; Schlindwein, 1995; Singer & Cocucci, 1999;
Davies & Stpiczynska, 2009; Pansarin & Pansarin, 2011). Pansarin et .a/ (2009) relatam
que estas investigagdes, no entanto, raramente sdo combinadas com dados sobre
polinizadores e que as interpretacdes do papel das substancias lipofilicas detectadas com
reagentes especificos podem ser mascaradas, uma vez que tanto os 6leos volateis
(fragrancia) como os 6leos comestiveis reagem positivamente, podendo haver equivocos
na identificacdo de osmoéforos e de elaidforos. Neste trabalho, propomos que, na
auséncia de observacdes sobre polinizadores, a presenca de proteina na secrecdo pode
indicar a utilizacdo nutritiva. Nossos resultados mostram que o limbo do labelo, aqui
caracterizado como osmoforo, ndo apresentou proteina em nenhuma das espécies

estudadas. Por outro lado, quando analisamos histoquimicamente a secre¢ao do calo e
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dos lobos laterais do labelo, aqui caracterizados como elai6foros, foi detectada a
presenca de proteinas, exceto no LL de O. warmingii e no calo de O.hookeri. No caso
de O. warmingii, a presenga de secrecao lipofilica ¢ conspicua no interior dos vacuolos,
no espaco periplasmatico e subcuticular, bem como em forma de gotas na superficie das
células epiteliais, tanto no LL como no calo, onde ocorre proteina. No caso de O.
hookeri, ¢ grande a semelhanca com o elaidéforo descrito para G. loefgrenii, no que se
refere a localizagdo, morfologia e estrutura (Stpiczynska et al., 2007; Aliscioni et al.,
2009).

A presenga de proteina nas células e secrecao de elaidforos foi mencionada para
G. varicosa ¢ G. montana (Pansarin et al., 2016), Trichocentrum pumilum (Pansarin &
Pansarin, 2010) , espécies de Maxillaria (Davies et al., 2003) e Diplopterys pubipetala
(Malpighiaceae) (Possobom et al. 2015). Tais registros reforcam nossa interpretacdo na
caracterizagao dos elaidforos das espécies estudadas.

Idioblastos contendo rafides com cristais de oxalato de calcio estdo presentes em
todo o labelo das cinco espécies em foco, sendo comum em flores de Oncidiinae (Pacek
& Stipiczynska, 2007; Stipiczynska & Davies, 2008; Stipiczynska et al, 2007). Davies
et al. (2005) sugerem que esses produtos de excre¢ao podem desencorajar a herbivoria.
Cristais de oxalato de calcio também atuam na regulag@o do célcio nas plantas (Horner
et al., 2003; Paiva& Machado, 2008). Em Pistia as rafides parecem desempenhar uma
dupla fun¢do: inicialmente na regulacdo do célcio e na maturidade, como mecanismo de
defesa. (Franceschi & Nakata, 2005).

Ao caracterizarem as flores-6leo de Oncidiinae, Gomiz et al., (2017) afirmam
que a maioria das espécies de Gomesa, Oncidium e Trichocentrum tiveram nos
polinizadores a mais significativa pressdo de selecdo durante o processo evolutivo.
Relacionam, ainda, estas flores as abelhas do género Centris, cujo forrageio consiste em
aterrissar na flor, agarrar a tdbula infrastigmatica com as mandibulas e raspar o calo e os
lobos laterais para obter o 6leo floral.

Com base em uma revisdo da literatura (Gomiz et al., 2017), na subtribo
Oncidiinae, 75% das espécies estudadas apresentam o elaidéforo no calo. O restante tem
os elaidforos apenas noslobos laterais (cinco espécies, 10%) ou lobos laterais
combinados com calos (7 espécies, 15%), sendo as duas tltimas condigdes consideradas
incomuns. Nossos resultados sugerem que estes dados estdo subamostrados, uma vez
que das cinco espécies analisadas, quatro apresentaram elaiéforos nos lobos laterais e no

calo.
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Sistema de polinizacdo e sistema reprodutivo

O fato de as espécies em foco disponibilizarem substancias lipofilicas como
recurso floral e dependerem de vetores bidticos para a produgdo de frutos e sementes, ja
que ndo sdo autogamicas, sugere que um sistema de polinizagdo especializado,
envolvendo abelhas coletoras de 6leo, ocorra nas flores de Onciidinae estudadas. Nos
neotrdpicos, abelhas que coletam 6leo floral sdo fémeas, solitarias, da familia Apidae,
tribos Centridini, Tapinotaspidini e Tetrapediini (Dafni et al, 2005), que apresentam
pernas dianteiras e medianas providas de adaptagdes morfoldgicas, na forma de cerdas,
que servem para romper elaiéforos ou para raspar o oleo livre depositado sobre a
glandula. Os 6leos coletados sdo transportados para os ninhos em escopas presentes nas
patas traseiras. (Buchmann, 1987). As estruturas de coleta e transporte do 6leo variam
entre as espécies de abelhas quanto ao numero, tamanho e localizagdo exata nas pernas,
mas, basicamente, seguem o mesmo padrao (Simpson & Neff, 1981). Em comparagdo
com outros recursos florais, os lipidios sdo mais caloricos, de modo que as abelhas
coletoras de Oleo se beneficiam desta alta fonte de alimento, especialmente para
provimento de suas larvas (Silvera, 2002).

A despeito do investimento em tempo de observag¢do, ndo foram registradas
visitas de abelhas coletoras de Oleo as flores. Apenas foi registrada a presenca de
Centris aff. confusa em uma populagdo de N. pirarensis. Tal fato parece ser comum em
orquideas Oncidiinae, visto que Torreta et.al. (2011) mencionam que durante doze horas
de observagdo, em flores de Gomesa bifolia, poucos eventos de visitas foram
registrados e somente em uma ocasido houve a remocdo de polinario por Centris
trigonoides. A frequéncia de visitas efetivas em orquideas, quantificadas como remocao
de polinias e polinizagdes, sao realmente muito baixas (Tremblay et.al., 2005), mas, nas
espécies estudadas, os resultados apontam para um niimero maior de visitas do que as
que foram efetivamente registradas, ja que quase 47% das flores de O. gravesianum e
cerca de 30% das flores das demais espécies apresentaram polinias removidas. No
entanto, estas visitas resultam em uma baixa taxa de polinizagdo, ja que apenas entre 1%
(para O. warmingii) até 15% (para O. gravesianum) das flores apresentaram polinias
inseridas na cavidade estigmatica. Estes dados sugerem que a limitagdo polinica nas
espécies estudadas envolve a baixa freqiiéncia de visitas (nenhuma visita as flores foi

observada) e a baixa qualidade dos visitantes (quantidade de polinias inseridas na
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cavidade estigmatica surpreendentemente pequena em relagdo a quantidade de polinias
removidas). De acordo com Tremblay (1992 apud Tremblay et al., 2005) a remocgao de
polinias frequentemente excede as polinizagdes €, em muitas orquideas, a remocao das
polinias por um visitante ineficiente ou ilegitimo pode resultar em perda de polen e
influenciar negativamente o sucesso reprodutivo da espécie.

Em Orchidaceae, a razao entre o “percentual de polinias removidas" / “percentual
de frutos produzidos naturalmente” pode mostrar o grau de eficiéncia do polinizador
(Tremblay et al., 2005). Nas espécies de Oncidiinae estudadas esta razao ¢ de 28,1:1 em
Oncidium warmingii, 4,3:1 em em O. hookeri, 37,1:1 em Oncidium barbaceniae e
14,83:1 em Oncidium batemannianum. Ressalta-se que para O. gravesianum nao foram
registrados frutos naturais. De acordo com Tremblay et al. (2005), os sistemas mais
eficientes foram registrados para Satyrium bicorne e Vanilla barbellata (<0.30:1),
enquanto que os menos eficientes para Stelis argentata e Bulbophyllum ipanemense (>
24.0:1). Nossos resultados indicam uma polinizagdo bastante ineficiente para as
espécies de Oncidiinae estudadas.

Os experimentosde autopolinizagdo manual mostraramque todas as espécies
estudadas sdo autoincompativeis, embora alguns poucos frutos tenham se originado de
autopoliniza¢gdes manuais em O.barbaceniae (7,89%) e em O. batemannianum (6,54%),
nesta Ultima com 100% das sementes estéreis. Gomesa bifolia, embora considerada
autoincompativel, também produziu frutos por autopolinizagdo manual (30,8%) numa
percentagem significativamente inferior a polinizagdo cruzada (100%) (Torretta et al.
2011), tal como ocorreu com O. barbacenaie, embora em menores proporgoes.

Apesar das vantagens genéticas e ecologicas, a autoincompatibilidade pode
representar uma dificuldade a mais para o sucesso reprodutivo de espécies com
limitag@o polinica, como as aqui estudadas (Larson & Barrett, 2000). Considerando que
o percentual de polinias inseridas foi maior do que o sucesso reprodutivo na maioria das
espécies estudadas pode-se sugerir que algumas polinias inseridas sejam resultado de
visitas subsequentes a uma mesma planta, representando desperdicio de pdlenapos
polinizagdoes geitonogamicas (pollen discounting, sensu Barrett,2002).

Estudos que abordam a biologia reprodutiva também registraram espécies de
diferentes géneros de Oncidiinae como autoincompativeis: Trichocentrum pumilum
(Lindl.) M.W.Chase & N.H.Williams (Pansarin & Pansarin, 2011); Gomesa montana
(Barb. Rodr.) M.W.Chase & N.H.Williams (Pansarin et al., 2016); Tolumnia guibertiana
(Vale et al.,2011); dez espécies de Oncidium s.l. (Tremblay et al., 2005); Notylia
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nemorosaBarb. Rodr. (Singer & Koehler, 2003). No entanto, Comparettia coccinea
Lindl., espécie nectarifera e polinizada por borboletas, ¢ autocompativel(Pansarin et al.,
2015).

Nos experimentos de polinizagdo manual (polinizagdo cruzada e
autopolinizagdo), assim como na poliniza¢do natural, observou-se que nem todos os
frutos iniciados alcancam a maturidade e nem todos os frutos, aparentemente normais,
conttm sementes férteis, sugerindo que em orquideas a percentagem de frutos
produzidos nem sempre reflete o real sucesso reprodutivo feminino. Sdo Ledo (2012)
também observou este fato para duas espécies de Epidendrum da restinga.

A polinizagdo cruzada manual (xenogamia) aumentou consideravelmente a
producao de frutos em relagdo a polinizagao natural, sendo esta mais uma evidéncia de
que as espécies apresentam limitacdo polinica e de que falhas na polinizagdo sejam as
principais causas da baixa produgdo de frutos nas espécies estudadas (Burd, 1994).
Estudos envolvendo polinizagdo manual suplementar de polen, em 56 espéciesde
Orchidaceae mostraram um aumento significativo no sucesso reprodutivo em relacdo a
polinizagdo natural (Tremblay et al., 2005).

Surpreendentemente, nas espécies estudadas, o maior percentual de sementes
férteis ndo ocorreu nas polinizagdes cruzadas, mas, sim, nos frutos de polinizagdao
natural. De acordo com Stort & Mart (1980), Stort & Galdino (1984), Borba et.al.
(2001) e Borba & Braga (2003), em orquideas Epidendroideae, ndo ¢ comum a
ocorréncia de uma elevada percentagem de sementes potencialmentes vidveis,mesmo
em frutos resultantes de polinizagdes cruzadas. No entanto, para Trichocentrum
pumilum, Cyrtopodium polyphyllum (Pansarin et. al., 2008) e Grobya amherstiae
(Mickeliunas et.al., 2006), foi obtido um elevado nimero de sementes potencialmente
viaveis. A auséncia de sementes vidveis nos frutos resultantes de xenogamia em O.
gravesianum ¢ em Q. hookerii nao eram esperados € novos experimentos serao
conduzidos, em fun¢dao da amostra pequena nos experimentos referentes a estas
espécies. No entanto, principalmente no caso de O. gravesianum, que também nao
produziu frutos naturais, pode ser que a populacdo estudada, com baixo nimero de
individuos, apresente uma baixa diversidade de alelos S (alelos de incompatibilidade),

resultando numa limitacao de pares cruzantes compativeis (Busch & Schoen, 2008).
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CAPITULO 2

Isolamento reprodutivo em duas espécies simpdtricas de Oncidiinae
(Orchidaceae) em vegetagdo de campo rupestre, MG.
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INTRODUCAO

A hibridizacao interespecifica pode promover ou reduzir a diversidade biologica
(Rieseberg, 1995). Quando os hibridos sdo férteis e possuem exigéncias ecoldgicas
semelhantes a um ou a ambos os pais, a integridade genética das espécies existentes
pode ser prejudicada (Wolf et al., 2001; Hegde et al., 2006).

Mecanismos que promovem o isolamento reprodutivo sdo definidos como
aqueles que impedem duas espécies de intercruzarem. S3o muito variados e envolvem
tanto barreiras pré-polinizagdo como pos-polinizagao (Coyne & Orr, 2004). As barreiras
pré-polinizacdo sdao aquelas que impedem que graos de polen de uma espécie cheguem a
superficies estigmaticas de outras espécies. A adaptacdo a diferentes habitats, o
florescimento em periodos ndo superpostos ¢ a afinidade por diferentes polinizadores
sdo exemplos de mecanismos de isolamento pré-polinizacdo. As barreiras pos-
polinizacdo ocorrem quando as barreiras pré-polinizacao sao fracas ou ausentes. Nesse
caso, os mecanismos de isolamento podem ser pré-zigoticos ou pds-zigdticos (Coyne &
Orr, 2004; Ridley, 2003). Barreiras pré-zigéticas reduzem a probabilidade da fusdo
entre gametas heteroespecificos, impedindo a formacao do zigoto apds o cruzamento,
por exemplo, quando o polen e o estigma das diferentes espécies ndo se reconhecem. Ja
0s mecanismos pos-zigdticos reduzem a viabilidade ou a aptiddo do hibrido, por
exemplo, quando individuos de espécies diferentes podem se encontrar, intercruzar e
formar zigotos, mas a geracdo hibrida ¢ inviavel ou estéreril, sem ocorréncia de fluxo
génico entre as espécies (Rieseberg & Carney 1998; Ridley, 2003; Turelli et al., 2001).
As barreiras pds-zigoticas sdo influenciadas por fatores intrinsecos de compatibilidade
entre as espécies parentais (Coyne & Orr, 1989, 2004; Moyle et al., 2004).

Investigar como o isolamento reprodutivo se desenvolve entre as espécies e
determinar a importancia relativa dos diferentes tipos de barreiras de isolamento ¢
fundamental para se compreender o processo de especiacao (Lowry, 2008).

A familia Orchidaceae ¢ conhecida pelo grande niimero de hibridos artificiais
(mais de 165 mil registros de hibridos), amplamente utilizados no mercado de plantas
orrnamentais. Isso claramente reflete as fracas barreiras do ponto de vista genético para
a produgdo de hibridos entre espécies e géneros relacionados, através de polinizagdo
artificialmente induzida por humanos. Em Orchidaceae, barreiras pré-polinizagao,

especialmente diferencas na morfologia da flor € no comportamento dos polinizadores,
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tém sido apontadas como os principais fatores responsaveis pelo isolamento reprodutivo
de espécies simpatricas e estreitamente relacionadas (e.g. Dodson, 1962; van der Pijl &
Dodson, 1966; Thien & Marcks, 1972; Gill, 1989; Dressler, 1981; Steiner et. al.,1994;
Borba & Semir, 1999, 2001).

As barreiras pos-polinizacdo mais raras sdo pouco investigadas em estudos de
isolamento reprodutivo e especiacdo em Orchidaceae (Cozzolino et al., 2005; Scopece
et al., 2007, 2008).A compatibilidade sexual entre as espécies parentais e a viabilidade
dos hibridos tém sido os métodos utilizados para inferir o papel da hibridizacao na
diversificacdo de orquideas no Neotropico (Pansarin & Amaral, 2008). Diferengas no
caridtipo também atuam como eficientes barreiras reprodutivas pos-zigodticas, e t€ém sido
citadas entre espécies estreitamente relacionadas que compartilham os mesmos
polinizadores na subtribo Orchidinae (Cozzolino et al., 2004).

Neto et al. (2007) mencionam a existéncia de um suposto hibrido entre
Oncidium warmingii Rchb.f. e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc.,
no Parque Estadual do Ibitipoca, MG. As duas espécies apresentam populagdes
amplamente distribuidas pela area, especialmente ao longo do Circuito “Janela do Céu”,
onde a simpatria ocorre até 1.560m. A partir desta altitude, apenas O. warmingii
apresenta pequenas populacdes. A ocorréncia deste possivel hibrido também dependeria
da sincronia entre os eventos de floracdo das duas espécies e o compartilhamento de
polinizadores. As duas espécies apresentam individuos florescendo durante todo o ano
(Capitulo 1). Além disso, o fato de ambas as espécies apresentarem elaioforos
funcionais e, portanto, 6leo como recurso floral (Capitulo 1) sugere a polinizagdo por
abelhas fémeas solitérias, das tribos Centridini, Tapinotaspidini e Tetrapediini, as quais
rompem os elaidforos por meio de friccdo de estruturas especializadas presentes em
suas pernas anteriores € medianas (Barros, 1992; Neff & Simpson, 2005; Costa et al.,
2006; Pansarin & Pansarin, 2010; Vale et al., 2011).

O presente estudo busca verificar a ocorréncia de mecanismos de isolamento
reprodutivo pré e pds-polinizagdo entre O. warmingii € O. batemannianum em uma area
localizada no Parque Estadual do Ibitipoca (PEI), Minas Gerais, através do estudo da
fenologia reprodutiva, andlises da biologia e morfologia das flores envolvidas e

polinizagdes experimentais interespecificas.
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MATERIAL E METODOS

A é4rea de estudo foi demarcada ao longo do “Circuito Janela do Céu”,
respeitando-se um gradiente de altitude entre 1.350 e 1.560m de altitude, limite da

simpatria entre individuos de O. warmingii e O. batemannianum (Figura 1 ).

g

i*

FIGURA 1: (A): Circuito Janela do Céu, evidenciando o limite da simpatria entre os individuos
de Oncidium warmingii Rchb.f. (vermelho) e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles &
Westc. (amarelo) (A); detalhe do interior da mata: O. warmingii (circulo vermelho) e O.
batemannianum (circulo azul) (B); detalhe da area de borda (C). Parque Estadual do Ibitipoca,
MG.

Para averiguar a presenga de barreiras pré-polinizacdo, O. warmingii e O.
batemannianum foram avaliadas quanto a fenologia reprodutiva, morfometria e biologia
das flores.

Mensalmente, as fenofases reprodutivas (flores e frutos) foram registradas, no

periodo de setembro de 2013 até abril de 2015. Foram selecionados e etiquetados 100
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individuos de O. warmingii, distribuidos em dez areas (N=10 individuos/area), e 80
individuos de O. batemannianum distribuidos em oito areas (N=10 individuos/area).

A intensidade de cada evento fenologico (emissao de flores e frutos), ao longo
dos anos, foi avaliada pelo método de Fournier (1974) modificado, utilizando-se uma
escala semi-quantitativa, variando de 0 a 3 (ao invés de 0 a 4), onde: (0) — auséncia do
evento; (1) — entre 1 e 33% dos ramos da inflorescéncia exibindo flores; (2) — entre 34 e
66% dos dos ramos da inflorescéncia exibindo flores; (3) — entre 67 e 100% dos dos
ramos da inflorescéncia exibindo flores. O percentual de intensidade (% Fournier) foi
calculado mensalmente para cada espécie, da seguinte maneira: soma dos valores da
escala de Fournier obtidos para todos os individuos expressando uma determinada
fenofase no més e dividindo pelo valor maximo possivel da referida escala (neste caso,
3) multiplicado por N (ntimero total de individuos amostrados). O valor obtido foi
multiplicado por 100 e transformado em percentual, sendo utilizado para expressar, a
cada més, a intensidade de uma determinada fenofase (Fournier, 1974).

Para calcular o percentual de atividade de uma fenofase, foi utilizado o método
de Bencke & Morellato (2002), que considera mensalmente a presenga ou auséncia da
fenofase nos individuos, ao longo do ano. Além disso, estima a sincronia do evento,
levando em conta que quanto maior o numero de individuos manifestando uma
fenofase, maior ¢ a sincronia da mesma. Além desses individuos, foram contabilizados
todos os individuos em floragdo. Os dados obtidos foram organizados em planilhas e
posteriormente utilizados na confeccao de graficos fenologicos dos eventos.

Individuos de ambas as espécies foram selecionados aleatoriamente no interior e
nas bordas da trilha para analise da morfometria e biologia das flores. As medidas
florais foram tomadas a partir de 30 flores de cada espécie, coletadas ao acaso ao longo
da area de estudo, utilizando-se paquimetro digital e microscopio estereoscopico; foram
obtidas medidas (comprimento e largura) de estruturas de atragdo (corola, labelo, calo e
tabula infrastigmatica) e de estruturas reprodutivas (coluna, regido estigmatica e ovario).
As médias foram comparadas através do teste ¢ de Student, no programa Statistica 8.0.

Para averiguar a presenca de barreiras pds-polinizagdo, individuos de ambas as
espécies foram selecionados aleatoriamente no interior e nas bordas da trilha para a
realizagdo de experimentos de polinizacdo intra-especifica e interespecifica manual.
Flores de O. warmingii e O. batemannianum foram submetidas no campo a
cruzamentos manuais interespecificos, a fim de verificar a compatibilidade genética

entre as duas espécies. Para estes experimentos, 14 individuos de O. warmingii doaram
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polinias de 62 flores, as quais foram manualmente introduzidas na regido estigmatica
das flores de O. batemannianum. Paralelamente, 24 individuos de O. batemannianum
doaram polinias de 101 flores, as quais foram introduzidas na regido estigmatica das
flores de O. warmingii. Todas as flores utilizadas neste experimento estavam frescas,
mas ndo necessariamente abertas naquele dia, continham polinias e apresentavam
cavidade estigmatica umida e ndo recoberta pelas asas estigmaticas. Tais caracteristicas
foram usadas para nos certificarmos da receptividade e da virgindade das flores
manipuladas (quando polinizadas as asas recobrem a cavidade estigmatica, Capitulo 1).
Apos o procedimento de troca de polinias entre as espécies, as flores polinizadas foram
ensacadas com sacos de voil e acompanhadas até a senescéncia das mesmas ou até a
formagdo de frutos. Um pouco antes da deiscéncia, os frutos resultantes foram coletados
e mensurados com paquimetro digital quanto ao comprimento e didmetro. As sementes
foram analisadas em microscopio estereoscopico, considerando-se férteis as sementes
com embrido visivel por transparéncia, e estéreis aquelas sem embrido. Experimentos de
autopolinizagdo manual (transferéncia de polinia dentro de uma mesma flor) e de
polinizacao cruzada intraespecifica (transferéncia de polinias entre flores de diferentes
individuos) também foram feitos para fins de comparacdo com as polinizagdes
interespecificas e seguiram a mesma metodologia supracitada.

O crescimento dos tubos polinicos foi acompanhado em flores submetidas no
campo a cruzamentos interespecificos, coletadas apds 24h, 36h, 48h e 82h e fixadas em
FAA. Conforme a técnica proposta por Martin (1959), apds esse periodo, as amostras
foram lavadas em agua corrente e mantidas por 24 horas no NaOH (8N) com a
finalidade de clarificar e amaciar os tecidos, permitindo a penetragdo eficiente do
corante. Em seguida, as amostras foram transferidas para um backer contendo 4gua
destilada, onde permaneceram durante uma hora, com o intuito de remover o excesso de
NaOH. As amostras foram coradas com azul de anilina 0,1% em KsPO4 e montadas em
laminas cobertas com laminulas. As laminas, devidamente etiquetadas com o horario
das coletas, foram envolvidas com papel aluminio e mantidas sobre refrigeracdo durante
4 horas. Apos este processo, as amostras foram observadas e documentadas por
fluorescéncia em microscopio Olympus BX-51, com sistema de captura composto por
camera Qcolor 5 e Software Image-Pro Express, conforme. As imagens foram editadas
no Software Adobe ® Photoshop® 7.0 e as pranchas montadas utilizando o Corel

DRAW®]12.
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RESULTADOS

No Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB), O. warmingii e O. batemannianum sao
simpatricas, formando grandes populagdes ao longo do Circuito Janela do Céu, até uma
altitude de 1560m. As duas espécies ocorrem em mais de um tipo de substrato: no inicio
do circuito, até cerca de 1560m de altitude, ocorrem tanto na borda como no interior de
matas, em areas sombreadas, umidas e, muitas vezes, recobertas por Sphagnum, com.
habito terrestre; mais acima as areas sao abertas, ensolaradas e com alta incidéncia de
luz e o habito ¢ rupicula.

As duas espécies apresentam floracdo longa, com periodos de sobreposicao,
embora com picos de floragdo em meses diferentes. Oncidium warmingii possui
floragdo continua e regular, com maiores indices de intensidade e atividade nos meses
de dezembro, janeiro e fevereiro. Frutos foram registrados em grande parte do periodo
estudado, mas sempre com indices mais baixos e sem pico evidente. Oncidium
batemannianum possui floragdo longa e irregular. Em 2013, no periodo de estudado, a
espécie floresceu mais intensamente em setembro e outubro. Em 2014 teve uma
floragdo mais expressiva entre julho e setembro, e depois, em dezembro e janeiro
(2015). Frutos foram registrados somente no periodo de setembro de 2013 a abril de

2014, com maiores indices entre novembro e fevereiro (Figura 2).

81



mindice deFournier ~ Bindice deAtividade  OlIndividuos fora da parcela

w
a
)

w
S
L

G. warmingii

»N
o
L

»n
S
L

-
o
L

-
=)
L

3]
L

PercentuaisAtividade/l ntensidade

o
y

O. batemannianum

o38888383388

PercentuaisAtividade/l ntensidade

FIGURA 2: Percentual de atividade ¢ intensidade de flores (Fl) e frutos (Fr) de Oncidium

warmingii Rehb.f.. e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc. no Parque Estadual

do Ibitipoca, Minas Gerais.

As flores de ambas as espécies sdo morfologicamente bastante similares,
ressupinadas e diurnas. Diferenciam-se na cor da corola e do calo do labelo. Flores de
O. warmingii sdo alvas com manchas vinaceas, com calo do labelo amarelo, ao passo
que as de O. batemannianum sdo amarelas com manchas castanhas e contraste de cor
branca no calo do labelo. A tabula infrastigmatica de coloracdo amarela, nas duas
espécies, diferencia-se em O. warmingii por apresentar guia de cor vinacea. Em ambas
as espécies o recurso floral oferecido aos polinizadores ¢ o dleo, produzido a partir de

elaioforos presentes no calo e nos lobos laterais do labelo (Capitulo 1, Figura 3 A e B).
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FIGURA 3: Flores ressupinadas de Oncidium warmingii Rchb.f. (A) e Oncidium batemannianum
Parm. ex. Knowles &Westc. (B). Elaidforos assinalados por setas. Parque Estadual do Ibitipoca,

Minas Gerais.

Andlise morfométrica

As medidas referentes as estruturas florais reprodutivas e visualmente atrativas
das espécies em foco estdo resumidas na Tabela 1. Com relagdo aos caracteres florais
relacionados a atragdo visual, as médias foram significativamente diferentes apenas em
relacio ao comprimento da corola (=2,26, p=0,030) e a largura da tabula
infrastigmatica (=3,29, p=0,0025). Com relagdo aos caracteres florais reprodutivos,
médias significativamente diferentes ocorreram somente no comprimento e na largura
do ovério (=7,61, p=0,00; = 2,93, p=0,0063, respectivamente). As médias obtidas para
comprimento e largura da coluna (0,376, p=0,709; =0,090, p=0,942,
respectivamente) e da regido estigmatica (1=2,044,p=0,709; 0,805, p=0,568,
respectivamente) nao diferiram nas duas espécies. No entanto, os valores maximo e
minimo obtidos para as medidas sugerem grande variabilidade intraespecifica para as

duas espécies (Tabela 1).
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TABELA 1: Morfometria dos caracteres florais de atracdo e reprodutivos de Oncidium warmingii Rchb.f. e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowless &
Westc., no Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais. (média em mm *desvio padrao; valores minimo ¢ maximo; c=comprimento, I=largura; n=30 para cada

medida, em vermelho,os valores significativamente diferentes, p<0,05)

Caracteres florais

Oncidium warmingii

W

Oncidium batemannianum

¢ (mm) 1 (mm) ¢ (mm) 1 (mm)
Corola 25,00+2,34 12,04+ 1,70  23,13+£3,34 12,77 £ 1,18
21,34a30,34 820al5,16 12,95a29,05 10,15a 15,24
Labelo 13,80 + 1,49 12,04 + 1,70 13,25 +1,17 12,71 £ 1,19
Atragdo 10,69a16,53 820al516 10,64a16,16 10,50a 15,24
Calo 3,60 £0,45 2,29 +£0,61 3,35+0,48 2,17+ 0,61
2,50 a 4,40 1,41 a4,24 2,17 23,96 1,23 23,46
Tabula Infrastigmética 2,23 +£0,60 1,35+ 0,30 2,12+0,42 1,14 +£0,21
0,94 a 3,56 0,76 a 2,06 1,31 22,81 0,72 a 1,52
Coluna 3,64 £ 0,67 1,59+ 0,43 3,73 +£0,85 1,64 +0,37
1,83 a 5,04 0,65a2,17 2,06 a 5,87 0,91 a2,28
Reprodugio Regido estigmética 1,42 £0,20 1,59 +0,43 2,12 £0,42 1,14 +£0,21
0,96 a 1,79 0,65a2,17 1,31 22,81 0,72 a 1,52
Ovirio 5,76 £0,95 0,98 £0,21 4,52 +0,87 0,83 +£0,19
4,06 a 8,88 0,55a1,48 3,13a26,45 0,40 a 1,20
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Experimentos de polinizacdo manual

O resultado destes experimentos estdo reunidos na Tabela 2. Os experimentos de
polinizagdo manual intraespecifica mostraram que: O. warmingii ¢ autoincompativel,
uma vez que nao houve sucesso na producao de frutos através de autopolinizagdo; O.
batemannianum produziu alguns frutos através de autopolinizagdo (6,54%), embora
todos contendo apenas sementes estéreis. Os maiores indices de produgdo de frutos e de
sementes férteis para ambas as espécies foram obtidos nos experimentos de xenogamia.

Os experimentos de polinizacdo manual interespecifica redundaram em frutos
apenas quando individuos de O. batemannianum atuaram como individuos maternos.
Neste caso, obteve-se 17,74% de frutos iniciados, dos quais 6,45% abortaram ao longo
do desenvolvimento e ndo chegaram a maturacdo, reduzindo o sucesso para apenas
11,29%. Os frutos resultantes apresentaram comprimento e didmetro médio de 26,63
mm + 3,26 ¢ 9,90 mm £ 1,37, respectivamente (N=7), sendo muito semelhantes em
tamanho dos frutos oriundos de autopolinizagdo manual e de xenogamia produzidos por
O. batemanianum. Os frutos tornaram-se deiscentes cerca de 120 dias apds a
polinizagdo e foram considerados estéreis, uma vez que continham apenas aglomerados
de tecido materno preso a placenta, sem sementes formadas (Figura 4 A e B). Nao
houve producdo de frutos quando individuos de O. warmingii atuaram como individuos

maternos.

A

FIGURA 4: Frutos resultantes de cruzamentos interespecificos entre flores de Oncidium
warmingii Rchb.f. e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles &Westc.:(A) aspecto geral
do fruto; (B) interior do fruto demonstrando a auséncia de sementes. Parque Estadual do
Ibitipoca, Minas Gerais.
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TABELA 2: Experimentos de polinizacao manual intra e interespecifica aplicados para Oncidium warmingii Rchb.f.e Oncidium batemannianum Parm. ex.
Knowles &Westc. (n = nimero de individuos/nimero de flores polinizadas). Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais.

Experimento — Polinizagdo intraespecifica manual

Espécies
Xenogamia Frutos - Xenogamia Sementes - Xenogamia
0. warmingii n | fr.iniciado | fr.maduro ¢ (mm) | d (mm) n/frutos | c/embrido % | s/embrido %
20/73 32,88% 15,08% 18,34 £ 5,99 5,40 £2,31 2 63,30+ 18,80 48,95+ 19,86
O.batemannianum
1 22/103 36,90% 28,15% 27,73 £3,13 9,17 £2,02 3 67,25+27,73 44,02 + 36,19
Auto — manual Frutos - Auto - manual Sementes - Auto-manual
O.warmingii n | fr.iniciado | fr.maduro ¢ (mm) | d(mm) n/frutos | c/embrido % | s/embrido %

22/62 17,74% - - - - - -

O.batemannianum

i 24/107 6,54% 6,54% 25,63 £2,62 8,13+ 1,78 5 0 100%

Experimento — Polinizagdo interespecifica manual

n Frutos Sementes
fr.iniciado | fr.maduro ¢ (mm) | d (mm) n/frutos | c/embrido % I s/embrido %
14/62 17,74% 11,29% 26,63+ 3,26 9,90 + 1,37 7 - -
24/101 1% 0% - - - - -
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Crescimento do tubo polinico

As flores de O. warmingii e de O. batemannianum,submetidas aos experimentos
de polinizagdo manual interespecifica, mostraram diferen¢as marcantes em relagdo ao
crescimento dos tubos polinicos. Quando O. warmingii atuou como individuo materno,
48 horas apo6s a polinizagdao observamos a desintegracdo da massa polinica e a liberacao
dos graos de polen na cavidade estigmatica (Figura 5 B). Decorrentes 82 horas, ndo
houve desenvolvimento dos tubos polinicos (Figura 5C e D). Entretanto, quando O.
batemannianum atuou como individuo materno, apds 48 horas da polinizacdo foram
observados varios tubos polinicos com crescimento irregular (Figura 5 F). Mesmo apods

82 horas nao foi possivel visualiza-los na entrada no ovario (Figura 5 G e H).
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FIGURA 5: Crescimento dos tubos polinicos apds experimento de polinizacdo interespecifica
entre Oncidium warmingii Rchb.f. e Oncidium batemannianum Parm. ex. Knowles & Westc:
flores e botdes de O. warmingii (A); polinia sobre cavidade estigmatica de O. warmingii, 48
horas apds a polinizacdo (B); massa polinica sobre cavidade estigmatica de O. warmingii, 82
horas apos a polinizagdo (C e D); flores e botdes de O. batemannianum (E); tubos polinicos
sobre cavidade estigmatica de O.batemannianum, apds 48 horas ap6s a polinizacao (F); tubos
polinicos ao longo do canal estilar, 82 horas apos a polinizacdo (G e H).
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Discussdao

A ampla ocorréncia de individuos de O. warmingii e de O. batemannianum, ao
longo de praticamente todo o Circuito Janela do Céu, até aproximadamente 1560m de
altitude, ocupando os mesmos tipos de ambientes, muitas vezes lado a lado, sugere que
as duas espécies ndo apresentam exigéncias diferentes quanto ao habitat. De acordo com
Smidt et al. (2006), a adaptacao de espécies parentais a habitats especializados pode ser,
em alguns casos, a unica barreira reprodutiva entre pares de espécies de orquideas.
Conclui-se, portanto, que as areas de estudo constituem uma zona de contato ou de
hibridizacdo (Pinheiro et al., 2010) entre as duas espécies, justificando a suspeita de
possivel hibrido por Neto (2007). No entanto, decorridos quatro anos consecutivos
(2013 até 2016) de estudos ao longo do referido circuito ndo foram registrados
individuos com caracteristicas intermediarias entre O. warmingii e O. batemannianum,
embora ambas as espécies apresentassem grande variabilidade fenotipica,
principalmente no tamanho das estruturas florais.

Por outro lado, a ocorréncia de periodos de floracdo sobrepostos ao longo de
grande parte do ano, mas com picos de intensidade em diferentes meses sugerem que a
fenologia reprodutiva de O. warmingii e de O. batemannianum pode constituir uma
fraca barreira pré-polinizacdo, ja que, de acordo com Nilsson (1983), periodos de
floragdo, ainda que moderamente separados, podem reduzir consideravelmente as
polinizagdes interespecificas, constituindo um possivel mecanismo de isolamento
temporal entre as espécies estudadas.

Os elaioforos de O. warmingii e O. batemannianum estio localizados em areas
analogas das flores das duas espécies, o que favorece uma exploragdo equivalente das
mesmas durante a visita e a coleta do recurso floral. Embora nao tenhamos observado
visitas destas abelhas nas flores das espécies estudadas, a especializacdo no sistema de
polinizagdo por abelhas coletoras de oleo sugere a auséncia de barreiras etologicas
efetivas de fluxo génico natural entre ambas as espécies. No entanto, as diferencas no
tamanho de caracteres florais de atracdo, principalmente da largura da tabula
infrastigmatica, estrutura floral na qual a abelha se agarra para coletar o 6leo floral
(Dressler & Williams, 1975; van der Cingel, 2001), poderiam selecionar espécies

diferentes de abelhas coletoras de 0leo.
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Embora a simpatria entre O. batemannianum e O. warmingii, a ocorréncia de
periodos de sobreposi¢do na floragdo, a similaridade da biologia e morfologia florais e a
mesma sindrome de polinizagdao pudessem sugerir possibilidade de fluxo genético entre
as espécies em foco, nossos resultados apontam para a nao ocorréncia de hibridos entre
as mesmas, com base nos experimentos de polinizacdo interespecifica. Nas espécies
estudadas, a producdo de frutos ocorreu, inicialmente, de forma unidirecional, isto &,
frutos sao formados somente quando polen de O. warmingii (parental masculino, doador
de polen) ¢ transferido para flores de O. batemannianum (parental feminino, receptor de
polen). Os frutos produzidos, no entanto, sdo aparentemente partenocarpicos, uma vez
que ndo contém sementes, sendo bem diferentes (embora ndo em tamanho) dos frutos
obtidos nos experimentos de autopolinizagdo manual, onde muitas sementes estavam
presentes mas ndo continham embrido. Alguns autores relatam que a producao natural
de frutos sem sementes pode decorrer de problemas na polinizagdo ou fertilizagdo
(Zangerl et al., 1991)ouda presenga de hormonios, como a auxina, na massa polinica e
nos tubos polinicos em crescimento no estilete, ainda que estes ndo cheguem ao
ovario(Johansen, 1990; Zangerl ef al., 1991). Ressalta-se que a polinizagdo intergenérica
usando O. batemannianum como parental feminino e O. warmingii como doadora de
polinia mostrou o desenvolvimento de tubos polinicos, diferentemente da polinizagao
reversa.

Assim, a ndo formagdo de sementes nos frutos resultantes de polinizagdo
interespecifica quando O. batemaniannum € o parental feminino, associada a auséncia
de frutos quando O. warmingii ¢ o parental feminino, apontam para a probabilidade
nula de formagao de hibridos entre individuos das espécies estudadas. Em oposi¢do a
situagdo em outras subtribos onde hibridos naturais sao relativamente comuns, como em
Laeliinae (van den Berg & Chase 2001) e Catasetinae (Romero & Jenny, 1993), a
hibridagdo natural na subtribo Oncidiinae nao € muito frequente. No entanto, os poucos
hibridos naturais intergenéricos na subtribo em questao incluem aqueles entre Oncidium
Sw. e Ornithophora Barb.Rodr. (Dressler, 1981), este ultimo incluido em Gomesa R.Br.
(sensu Chase et al., 2009).

Assim, confirmamosa importdncia de barreiras pos-polinizacdo para a
manuten¢do da integridade das espécies estudadas. Apesar de haver consenso entre os
estudiosos de que hd maior frequéncia de mecanismos de isolamento reprodutivo pré-
poliniza¢cdo em Orchidaceae (Dressler, 1981; Borba & Semir, 1999, 2001; Silva-Pereira

et al., 2007), estudos recentes tém chamado a atencdo para a prevaléncia de barreiras
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pos-polinizagao especialmente em orquideas com menor nivel de especializacdo do
polinizador e naquelas que exibem mecanismos de poliniza¢ao por engodo (e.g. Moccia
et al., 2007; Scopece et al., 2008; Cortis et al., 2009), ndo sendo estes os casos das
espécies em estudo. Sugerimos que as barreiras pds-polinizagdo, que excluem a
formagao de hibridos e preservam a integridade das espécies em estudo, sdo mantidas
por uma forte selecdo contra a hibridizacdo, em face da simpatria, da floracao sincrénica

e do mesmo sistema de polinizagao observados na area de estudo.
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CAPITULO 3

Avwaliagdo de possivel mimetismo floral ou de facilitacdo na polinizagdo de

Oncidium warmingii Rehb.f (Orchidaceae).
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INTRODUCAO

A sincronia do evento da floragcdo, ou seja, florescer em conjunto com os
coespecificos eleva a disponibilidade de parceiros reprodutivos e a probabilidade de se
reproduzir com sucesso, especialmente naquelas espécies autoincompativeis, dioicas ou
com sistemas sexuais polimorficos (Rocca & Sazima, 2006). No entanto, quando a
sincronia de floragdo envolve espécies diferentes em uma comunidade, a eficiéncia da
polinizagdo pode diminuir quando as flores de diferentes espécies de plantas sdo
visitadas pelas mesmas espécies de polinizadores em um curto intervalo de tempo,
levando a um decréscimo da taxa de visitas as flores de cada espécie e aumentando a
transferéncia de pdlen heteroespecifico (Waser, 1978 a, b; Waser & Fugate, 1986;
Fishbein & Venable, 1996). Nestes casos, a interagdo entre as espécies € competitiva,
podendo levar a uma limitacdo na polinizacdo e na produgdo de sementes na espécie
competitivamente inferior (Kudo, 2006).

Diferente da competicdo, outro tipo de interagdo pode ocorrer quando espécies
de plantas atraem mais polinizadores florescendo juntas do que separadas ou quando
uma espécie competitivamente inferior realiza altas taxas de polinizagdo pelo
florescimento imediatamente depois de uma espécie mais atrativa, herdando
polinizadores. Sdo exemplos de facilitacdo e a afetividade da polinizagdo depende tanto
da fidelidade dos polinizadores compartilhados como também do polen transportado em
diferentes partes no corpo do polinizador, evitando polinizagdo interespecifica (Kudo,
2006).

Paralelamente, tem sido sugerido que espécies com flores que ndo apresentam
recursos, mas cujos atrativos florais convergem com os de outras espécies simpatricas
com o mesmo periodo de floracdo, podem se beneficiar dessa semelhanca, pela
polinizagdo por engano (Dafni, 1984; Kudo, 2006).Assim, a floracdo agregada de duas
espécies pode ser vantajosa se a presenca de uma espécie aumenta as taxas de visitacdo
e de produgdo de sementes da outra (Ratche & Lacy, 1985). Cerca de 1/3 das espécies
de Orchidaceae ndo disponibilizam recursos florais e exemplos de mimetismo floral
acompanhado de polinizagdo por engano sao frequentes (Dressler, 1990; Endress, 1994;
Roy & Widmer, 1999). Nestes casos, orquideas parecem reduzir a desvantagem de nao
disponibilizarem recurso floral para seus polinizadores, assemelhando-se e explorando a

imagem de outras plantas (modelos vegetais), principalmente associadas por seus
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polinizadores a importantes fontes de recompensa (Dafni & Ivri, 1981; Johnson et. al.,
2003; Peter & Johnson 2009). Nestes casos, a interagdo entre as espécies ¢ conhecida
como parasitismo de recurso (Kudo, 2006).

Muitas espécies da subtribo Oncidiinae neotropicais ndo oferecem recompensas
florais a seus polinizadores (Chase et. al., 2009), e abelhas sdo atraidas para as flores
através de um mecanismo de polinizag¢do por engano (food deception). Ha evidéncias de
que espécies de Oncidium, Tolumnia e de outros géneros de Oncidiinae, cujas flores nao
disponibilizam o6leo, sejam favorecidas pela proximidade e pela semelhanca com flores
de espécies de Malpighiaceae simpatricas, amplamente reconhecidas como ricas fontes
de 6leo floral (van der Cingel, 2001; Powell et. al., 2003; Carmona-Diaz & Garcia-
Franco, 2009; Renner & Schaeffer, 2010; Vale et. al., 2011).

No entanto, para algumas espécies de Oncidiinae neotropicais, a confirmacao da
presenga de elai6foros funcionais e da polinizagdo por abelhas Apidae coletoras de 6leo
floral (Singer & Cocucci, 1999, Pansarin & Pansarin, 2008, 2010; Pansarin et al., 2016;
Capitulo 1), sugerem a hipotese de que espécies de Malpighiaceae e de Oncidiinae
sincronopatricas nem sempre constituem complexos miméticos, podendo ambas
integrarem uma guilda de flores-de-6leo (Singer, 2003; Torretta et al., 2011). Nestes
casos, quando as espécies sdo visitadas pelos mesmos polinizadores, a extensdo da
fidelidade dos polinizadores ¢ um fator crucial para determinar a interag@o entre as duas
espécies (Kudo, 2006).

No Parque Estadual do Ibitipoca, Oncidium warmingii Rchb.f. (Orchidaceae) e
Byrsonima variabilis A. Juss. (Malpighiaceae) ocorrem juntas ao longo do Circuito
Janela do Céu e apresentam periodos de floragdo sobrepostos. Byrsonima variabilis
pode ser considerada um exemplo de sistema de polinizacdo envolvendo uma flor de
0leo. A espécie €autoincompativel e, portanto, dependente da visita de abelhas para que
ocorra a polinizacdo (Mothé, 2014). Por sua vez, O.warmingii também disponibiliza
0leo como recurso floral para visitantes e polinizadores (Capitulo 1), sugerindo que
estas duas espécies possam constituir um sistema em que uma espécie facilite a
polinizagdo da outra.

O presente capitulo teve como objetivo avaliar evidéncias de mimetismo floral
ou de facilitacdo na polinizagdo de O. warmingii através de B. variabilis. As seguintes
questdes nortearam o trabalho: Qual a extensdo da sobreposi¢do da floracdao das duas
espécies? Ha coincidéncia dos periodos de pico de floragdo? Ocorrem semelhangas

entre os principais elementos atrativos visuais das flores? Componentes relacionados ao
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odor floral sdao semelhantes? Ambas as flores sdo visitadas/polinizadas pelas mesmas
abelhas? A proximidade entre individuos de B. variabilis e O. warmingii favorece o

sucesso reprodutivo de ambas as espécies?
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MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O estudo foi realizado em area de vegetagcdo de campo rupestre, no Parque Estadual
do Ibitipoca (PEIB), sudeste do Estado de Minas Gerais, Brasil, entre os municipios de

Santa Rita de Ibitipoca e Lima Duarte (21°40°- 21°44°S e 43°52 - 43°55°W).

Fenologia da floracdo

A fenologia da floracdo foi acompanhadapor um ano (2014), em 45 individuos
de B. variabilis e 100 individuos de O.warmingii, dispostos em dez areas, ao longo do
“Circuito Janela do Céu”, abrangendo um gradiente de altitude de 1379 a 1620 m. Em
cada area foram selecionados e marcados com o auxilio do GPS cinco individuos
adultos de B. variabilise 10 individuos de O.warmingii. Considerou-se como adulto
todo individuo com evidéncias do estddio reprodutivo anterior (Antunes & Ribeiro,
1999).

Para analise dos dados fenoldgicos de floracdo e de frutificacdo, foram
utilizados: 1) o indice de atividade (Bencke & Morellato, 2002), que quantifica a
porcentagem de individuos da populacdo que esta manifestando determinado evento
fenoldgico e também estima a sincronia do evento entre os individuos de uma
populagdo; 2) e o indice de intensidade, proposto por Fournier (1974modificado), que
utiliza uma escala semi-quantitativa, variando de 0 a 3 (ao invés de 0 a 4), onde: (0) —
auséncia de evento, (1) — entre 1 e 33% dos ramos da planta/ramos da inflorescéncia
com flores (2) — entre 34 e 66% dos ramos da planta/ramos da inflorescéncia com flores
e (3) — entre 67 ¢ 100% dos ramos da planta/ramos da inflorescéncia com flores. Cada
individuo foi avaliado mensalmente. O indice de intensidade (% Fournier) foi calculado
mensalmente da seguinte maneira: somaram-se os valores da escala de Fournier obtidos
para todos os individuos expressando uma determinada fenofase no més e dividiu-se
pelo valor maximo possivel da referida escala (neste caso 3), multiplicado por N
(nimero total de individuos amostrados). O valor obtido foi multiplicado por 100 e
transformado em percentual, sendo utilizado para expressar, a cada més, a intensidade

de uma determinada fenofase (Fournier, 1974).
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Morfologia e biologia florais

As flores de B. variabilis e de O. warmingii foram analisadas no campo e/ou
coletadas para as seguintes observacdes: tipo de inflorescéncia, nimero de botdes por
inflorescéncia, horario de abertura das flores e periodo de antese (n=5 flores em 3
individuos = 15 flores), forma (sensu Faegri & van der Pijl, 1979), morfologia,
cor,disponibilidade de 6leo floral e localizagdo dos elaidforos. As medidas das flores e
estruturas florais (n=30 flores coletadas em 10 individuos) foram feitas com paquimetro
digital, em microscopio estereoscopico, tomando-se como base, principalmente, as
estruturas equivalentes em cores. As médias obtidas para estas estruturas foram
comparadas através do teste ¢ de Student, apds andlise da normalidade dos dados, no
programa Microsoft Excel 2010.

A receptividade estigmatica foi testada (n=12) através do método de atividade
peroxidasica (Dafni, 1992). A disponibilidade de 6leo foi observada através de leve
pressao nos elaidforos e visualizacdo do extravasamento de 6leo (Costa, 2006).

A presenca de odor foi inicialmente testada a partir da concentracao de flores em
vidros assépticos, para melhor percepcao. A pesquisa de osmoforos foi feita a partir de
flores em antese (n=15), mergulhadas em solucdo aquosa de vermelho neutro em
diluigao 1:1000 por lhora, em seguida, cuidadosamente lavadas em agua destilada para

registro das areas coradas (Vogel, 1990; Dafni, 1992).

Visitantes Florais

O registro de visitantes florais foi realizado a partir de observacdes focais (Dafni
et al., 2005), ao longo do dia num total de 53 horas de observacdo para B. variabilis e
136 horas para O. warmingii. Os visitantes florais foram fotografados e coletas de um
exemplar de cada visitante foram realizadas com auxilio de rede entomolédgica para a
identificacdo dos mesmos.

De acordo com o comportamento durante o forrageio, os visitantes foram
categorizados em polinizadores (quando entram em contato com as estruturas

reprodutivas da flor) ou pilhadores (quando nao entram em contato).
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A identificagdo taxonomica dos visitantes florais foi realizada pelo especialista
Doutor Felipe Rodrigo Vivallo Martinez do Departamento de Entomologia do Museu
Nacional (UFRJ).

Experimento para verificar o tipo de interagdo

Para verificar a ocorréncia de facilitagdo entre O. warmingii e B. variabilis,
foram selecionadas e acompanhadas trés areas no “Circuito Janela do Céu”, entre as
altitudes de1540 a 1720m, contendo individuos das duas espécies em plena floragao
(novembro de 2015). Nestas areas, 12 individuos de B. variabilis (Fig.1) e 45 de O.
warmingii foram marcados e as distidncias entre cada individuo de O. warmingii e o de
B.variabilis mais proximo foram medidas. Nos individuos O.warmingii foram marcadas
1042 flores no totalepara cada individuo de B. variabilis foram marcadas de 5 a 10
inflorescéncias, totalizando 677 flores. As flores foram acompanhadas até a formagao
de frutos ou senescéncia. Utilizou-se o teste de correlagdo de Spearman, no programa
Statistica 8 (2005), com a finalidade de testar a significancia da correlagdo entre razao

fruto/flor e a distancia entre os individuos das duas espécies.
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FIGURA 1: Localizacdo das areas onde foram aplicados os experimentos para testar facilitagdo entre
Byrsonima variabilis Rich ex. Kunth (n=12) e Oncidium warmingii Rchb.f. (n=45 ndo marcados na
figura): primeira area (individuos 1, 2, 3, 4), segunda area (individuos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11) e terceira area
(individuo 12), no Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais.
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RESULTADOS

Fenologia da floracgdo

Nas dez areas marcadas para acompanhamento da fenologia da floragdo, apenas
em uma (area aberta, tipica de campo rupestre, situada a 1586m de altitude) ndo houve

coocorréncia de B. variabilis com O. warmingii (Fig. 2).

Pargue Estadual do Ibitipoca £

FIGURA 2: Distribuicdo das dez areas de Oncidium warmingii Rchb.f. ao longo do Circuito Janela do
Céu. (Trilha do Cruzeiro), marcadores vermelhos = areas simpatricas; marcador amarelo = ndo ocorréncia
de B.variabilis (A); Detalhe da area de ndo coocorréncia de O. warmingii com B. variabilis(B); Detalhe
de uma das areas simpatricas (C). Parque Estadual do Ibitipoca, MG.

Byrsonima variabilis ¢ O. warmingii apresentaram floragdo praticamente
continua (sensu Newstron et al., 1994) ao longo do ano de 2014. Os periodos com
maiores indices de intensidade e atividade para O. warmingii ocorreram nos meses de
janeiro a abril (pico de intensidade e atividade de floracdo em fevereiro) e de outubro a
dezembro. Baixos indices foram registrados entre maio e setembro (Fig.2 A).
Byrsonima variabilis floresceu mais intensamente de janeiro a maio e de outubro a

dezembro (pico de intensidade em dezembro). Entre os meses de junho e setembro
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foram registrados baixos indices, sendo agosto o Gnico més sem registro de flores nas
areas (Fig.2 B). De um modo geral, os percentuais de atividade foram sempre menores

para O.warmingii.
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FIGURA 3: Indices de Intensidade e de Atividade da fenofase de floragdo de Oncidium warmingii Rchb.f.
Williams e de Byrsonima variabilis A. Juss., espécies sincronopatricas no Parque Estadual do Ibitipoca,
Minas Gerais, no ano de 2014.
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Morfologia e Biologia Floral

Byrsonima variabilis

Byrsonima variabilis apresenta habito arbustivo. As flores sdo diurnas e
hermafroditas, dispostas em inflorescéncias racemosas, eretas, terminais, com nimero
variavel de botdes por inflorescéncia (23,28 + 10,15; n=50 inflorescéncias). As flores
apresentam simetria bilateral, com comprimento médio de 11,02 + 1,76mm (n=30) e
largura média de 10,12 = 1,13mm (n=30), pétalas brancas e uma pétala diferenciada
(estandarte) de cor amarela. Possuem 10 elaidforos, um par por sépala; em alguns
individuos esse nimero pode ser reduzido, devido a perda dos elai6foros da sépala
oposta a pétala estandarte. O androceu ¢ formado por 10 estames com, anteras rimosas,
amarelas, e polen pulverulento, com viabilidade média de 67% + 33% (n= 20 flores,
100 graos de podlen por flor). O gineceu possui ovario supero, tricarpelar, com um 6vulo
por léculo e trés estiletes, que se afilam da base para o apice e terminam numa area
estigmatica diminuta, localizada acima das anteras. A antese das flores inicia-se
geralmente pela manha (aproximadamente 80%; n=26), entre 8h e 12h. Entretanto,
foram vistos em menor frequéncia botdes se abrindo no periodo da tarde
(aproximadamente 20%, n=26). A abertura leva cerca de 30 minutos para que esteja
completa. Ao final do periodo de antese, as flores permanecem na planta, mas observa-
se mudanca de coloragdo das pétalas, iniciando-se pela pétala estandarte, que passa de
amarela para alaranjada, seguida pelas demais, que mudam de brancas para alaranjadas,
caracterizando a pds-antese. Foi observada uma aparente relacdo entre o periodo de
antese floral e a temperatura ambiente. Nos dias mais frios, as flores permanecem com a
coloragdo das pétalas inalterada e estigma receptivo por pelo menos 48 horas. J4 em
dias mais quentes, em 24 horas as flores entram em processo de pos-antese, passando a
apresentar coloracdo rosa alaranjada, anteras e elaidforos ressecados e estigmas nao

mais receptivos (Fig. 4 A, B, C).

Oncidium warmingii

Oncidium warmingii ¢ uma erva de habito terrestre ou rupicola.As flores sdo
diurnas e hermafroditas, dispostas em inflorescéncias paniculadas laterais. As flores
apresentam simetria bilateral, com comprimento médio de 15,60 = 1,60mm (n=30) e

largura média de 10,72 + 1,09mm (n=30). O perianto exibe contraste de cores:
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labelo,tri-lobado e reniforme, € de cor branca, com calo amarelo;os lobos laterais,
subelipticos, sdo alvos ea coluna, curta e alada, sustenta uma tabula infrastigmatica
amarela,que apresenta guia de cor vinacea.O polinario apresenta um par de polinias
amarelas, do tipo cartilaginosa, quase elipticas,unidas a um estipe longo e conectadas
por um viscidio pequeno. Podem ser observados botoes se abrindo ao longo de todo dia,
durante a abertura dos botdes, a regido estigmatica ja esta receptiva (entrada da regido
estigmatica recoberta por secre¢ao). O periodo de antese das flores nao visitadas
estende-se por 10 a 25 dias. Entretanto quando as polinias sdo removidas, a longevidade
diminui para 10 a 14 dias e, se a polinia ¢ inserida, as asas da regido estigmatica fecham

e a flor senesce dentro de 3 a 5 dias (Fig. 4 D, E, F).
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FIGURA 4:Byrsonima variabilisRich ex. Kunth. (A-C): Habito (A); Detalhe da inflorescéncia com botdes
e flores (B); Detalhe das flores (C). Oncidium warmingii Rchb.f. (D-F): Habito rupicola (D); Detalhe da
inflorescéncia (E); Detalhe das flores (F). Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais.
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Semelhanca das estruturas de atracdo visual

As medidas referentes as estruturas florais de atragdo visual estdo resumidas na
Tabela 1. As estruturas de cor amarela (pétala estandarte de B. variabilis e calo do
labelo de O. warmingii), quanto aquelas de cor branca (labelo de O. warmingii e pétala
oposta a pétala estandarte de B. variabilis) apresentam areas médias significativamente
diferentes (=11,97 e =14,84, p<0,05, respectivamente). No entanto, as areas amarelas
ocupadas pelo conjunto de estames em B. variabilis e pelo calo do labelo em O.

warmingii (Fig. 5 e Tab. 1)s3o equivalentes (== 1,71, p<0.05).

FIGURA 5: Estruturas florais de atragdo visual: estruturas amarelas (circulo vermelho) e estruturas brancas
(setas vermelhas); Individuo de Byrsonima variabilis Rich ex. Kunth(A); Individuo de Oncidium
warmingii Rchb.f. (B); Detalhe das estruturas amarelas: B.variabilis - Pétala estandarte (seta azul) e
conjunto de estames (seta verde) (C); O.warmingii - Tabula infrastigmatica (seta azul) e calo (seta verde)
(D). Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais.
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TABELA 1: Comparagdo entre as medidas das estruturas florais visualmente atrativas de Byrsonima
variabilis Rich ex. Kunth. e Oncidium warmingii Rchb.f. (média em mm *desvio padrdo; n=30); c=
comprimento em mm; I= largura em mm; area em mm”. Em cada coluna foram comparadas as médias
obtidas através do Teste ¢, p<0,95. Letras diferentes na mesma coluna expressam médias

significativamente diferentes.

Estruturas brancas Estruturas amarelas
Flor . ;
L . (Area) (Area)
Espécies . p
c | Pétala oposta a Pétala Androceu
Pétala estandarte estandarte
B.variabilis
¥
EP‘ s / E“ 11,02 £1,76* 10,12+1,13% 16,77+4,43% 4,24+0,74° 3,29+0,44¢
Flor Estruturas brancas Estruturas amarelas
(Area) (Area)
O. warmingii C 1 Labelo Calo
15,60+1,6° 10,72+1,09° 46,96+10,48° 2,61+0,74¢

Osmoforos

As flores de B.variabilis possuem odor floral muito suave, quase imperceptivel
ao olfato humano. No entanto, as flores submetidas ao teste com o vermelho neutro
mostraram forte reagdo nos conectivos das anteras, tricomas da face dorsal (abaxial) das
sépalas, além de uma leve reacdo nas unhas e bordas das pétalas e areas isoladas
proximas ao bordo da pétala estandarte. Em O.warmingii, o odor floral é também muito
suave, embora todo o labelo, incluindo calo, tabula infrastigmatica e asas da regido

estigmatica, tenham reagido positivamente ao teste com o vermelho neutro (Fig. 6A, B).

FIGURA 6: Flores evidenciando partes coradas com solu¢do aquosa de vermelho neutro 1:1000: Flores de
Byrsonima variabilis Rich ex. Kunth(A); Flores de Oncidium warmingii Rchb.f. . (B). (flores sem
tratamento - controle). Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais.
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Recurso floral - Elaidforos

Em B. variabilis o pblen e o 6leo encontram-se disponiveis no inicio da antese e
¢ possivel observar goticulas de o6leo nos elaidéforos das flores (Fig.7 A). Em
O.warmingii os elai6foros estdo situados simetricamente na base dos dois lobulos
laterais adjacentes ao calo (Fig. 7B), mas o 6leo floral ndo ¢ tdo facilmente observavel a

olho nu, mas sua preseng¢a pode ser confirmada no microscopio estereoscopico.

FIGURA 7: Flor de Byrsonima variabilis Rich ex. Kunth exibindo extravasamento de 6leo pelos elaioforos
(A); Flor de Oncidium warmingii Rchb.f., mostrando a posigdo dos elaioforos (B). Parque Estadual do
Ibitipoca, Minas Gerais.

Visitantes Florais

Byrsonima variabilis

Os visitantes observados nas flores de B. variabilis estdo relacionados na Tabela
2. Centris aff. Confusa Moure, 1960(Fig. 8A) e Centris varia Erichson 1848 (Fig. 8B)
foram consideradas as abelhas polinizadoras efetivas de B. variabilis. A primeira foi
observada coletando apenas 6leo, enquanto que a segunda coleta 6leo e pdlen. Na coleta
de 6leo estas abelhas abracam a flor com a cabeca voltada para a pétala diferenciada e,

com as pernas dianteiras e medianas posicionadas entre pétalas, raspam os elaidforos.
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Durante a coleta, as abelhas tocam a parte ventral do térax nos estigmas e nas anteras,
simultaneamente.

Paratetrapedia lugubris Cresson 1878 foi considerada polinizadora ocasional de
B. variabilis. A espécie foi vista coletando pélen (Fig. 8C) e também oOleo, inclusive de
botdes em pré-antese (Fig. 8D),entre 8h e 15h,com maior nlimero de visitas no inicio da
tarde. Durante a coleta de polen, P. lugubris pousa sobre as estruturas reprodutivas da
flor e/ou sobre as pétalas e eventualmente podem polinizar as flores. No entanto,
durante a coleta de Oleo, estas abelhas visitam as flores por baixo, sem tocar nas
estruturas reprodutivas, ndo sendo capazes de efetuar a polinizagao.

Tetragonisca angustula Latreille 1811 (Fig. 8E), Paratrigona subnua Moure
1947 (Fig. 8F) e Apis mellifera Linnaeus 1758 (Fig. 8G) foram observadas coletando
apenas poélen. Estas abelhas pousam sobre as flores e caminham sobre elas durante a
coleta de polen. Apds a coleta, elas podem caminhar até outra flor da mesma
inflorescéncia ou voar para outras inflorescéncias ou para outros individuos.
Paratrigona subnuda realizou visitas entre 8h e 14h, compico entre 10h e 11h.
Tetragonisca angustula realizou visitas entre 10h e 14h, sendo o visitante menos
presente. Todas estas abelhas foram consideradas polinizadoras ocasionais, ja que
durante a coleta de polen, a parte ventral de seus corpos e suas pernas entram em

contato com as estruturas reprodutoras.

TABELA2: Espécies de Apidae visitantes das flores de Byrsonima variabilis Rich ex. Kunth. no Parque
Estadual do Ibitipoca, MG.

Trib
rbo Recurso Comportamento
Centridini
Centris aff. Confusa Moure, 1960 oleo polinizador efetivo
Centris varia Erichson 1848 6leo/pdlen polinizador efetivo
Tapinotaspidini
Paratetrapedia lugubris Cresson 1878 6leo/pdlen  polinizador ocasional
Meliponini
Paratrigona subnuda Moure 1947 polen polinizador ocasional
Trigonini
Tetragonisca angustula Latreille 1811 polen polinizador ocasional
Apini
Apis mellifera Linnaeus 1758 polen polinizador ocasional
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FIGURAS: Visitantes florais em Byrsonima variabilis Rich ex. Kunth: Centris aff. confusa coletando 6leo
(A); Centris varia coletando pdlen (B);Paratetrapedia lugubris coletando poélen (C); Paratetrapedia
lugubris coletando 6leo de um botdo (D); Tetragonisca angustula coletando polen (E); Paratrigona
subnuda coletando polen (F); Apis mellifera coletando polén (G). Parque Estadual do Ibiitpoca, Minas
Gerais.

Oncidium warmingii

Apesar do grande esforco de observagdo, nenhuma visita as flores de
O.warmingii foi observada. A estimativa indireta das visitas, através da analise de flores
com polinias removidas e inseridas, também apontaram uma baixa taxa de visitas, ja
que de 90 flores analisadas, 36,82% tinham polinias removidas e somente 0,96% tinham

polinias inseridas (Capitulol).
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Interacdo entre B.variabilis e O. warmingii

A analise das razdes fruto/flor observadas nas plantas de O. warmingii, marcadas
a diferentes distancias de individuos de B. variabilis, mostraram que a proximidade com
plantas de B. variabilis nao esta relacionada a um maior sucesso reprodutivo de O.
warmingii, pelo contrario, quanto mais distantes de B. variabilis maior o sucesso
reprodutivo de O. warmingii (Fig. 9A). Por outro lado, para B. variabilis, os dados
apontam para uma correlagdo positiva entre proximidade com O. warmingii e razao

fruto/flor (Fig. 9B).
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FIGURA 9: Diagramas de dispersdo (A - B). Correlagdo positiva significativa (7,--,3175; p< 0,05) entre a
distdncia de individuos de Byrsonima variabilis e a razdo fruto/flor de Oncidium warmingii (A);
Correlagdo negativa significativa (r,- 35288; p< 0,05) entre a distancia de individuos de O. warmingii ¢ a
razao fruto/flor de B. variabilis (B). Circuito Janela do Céu, Parque Estadual do Ibitipoca, Minas Gerais.
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Discussdao

A semelhanca com flores de 6leo de Malpighiaceae ¢ frequentemente sugerida
como uma estratégia de polinizacdo de muitas orquideas da subtribo Oncidiinae (van
der Pijl & Dodson, 1966; van der Cingel, 2001; Pemberton, 2008). No entanto, poucas
vezes os resultados sdo suficientemente consistentes para comprovar que as
semelhancgas observadas sdo de fato adaptativas, ou seja, promovem um maior sucesso
reprodutivo, caracterizando um mimetismo floral (Roy & Widmer, 1999). A hipdtese de
que B. variabilis € O. warmingii constituem um complexo mimético parece sustentavel,
a principio, com base em algumas premissas assinaladas por Roy & Widmer (1999)
para que este tipo de interacdo se estabeleca, a saber: distribuicdes geograficas
superpostas, sobreposi¢do dos periodos de flora¢ao, dependéncia de vetores biodticos de
polen e compartilhamento de polinizadores.

Byrsonima variabilis, endémica do Brasil, ocorre nos estados da Bahia, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Flora do Brasil, 2002 a) e O. warmingii, restrita aos
neotrdpicos, ocorre no Brasil nos estados da Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Espirito Santo e possivelmente Sdao Paulo (Flora do Brasil, 2002 b), ambas em
vegetacdo do tipo campos rupestres e afloramentos rochosos, o que mostra que a
distribui¢do geografica das duas espécies ¢ bastante coincidente. Ambas as espécies
apresentaram floracao continua ao longo de praticamente todo o ano, embora com picos
em meses subsequentes. Além disso, os individuos das duas espécies ocorrem muitas
vezes lado a lado na area de estudo, distribuindo-se ao longo de todo o Circuito Janela
do Céu, entre altitudes de 1300m até 1700m acima do mar.

As flores de B. variabilis e de O. warmingii apresentam semelhancas superficiais
como a antese diurna, a simetria bilateral, a oferta de 6leo floral como recurso, a
localizagdo dos elai6foros aos pares, em areas analogas (nos lobos laterais do labelo, em
O. warmingii e nas sépalas, em B. variabilis) e a semelhanca entre o calo do labelo, em
O.warmingii, e o conjunto de estames, em B. variabilis, tanto pela cor como pela area
ocupada, também contribuem para que, possivelmente, as flores das duas espécies sejam
confundidas pelos provaveis polinizadores. Outros autores também registraram
semelhancas entre o calo central do labelo de espécies de Gomesa e de Tolumnia com o
conjunto de estames de espécies de Malpighiaceae (Banisteriopsis, Stigmaphyllone

Peixotoa) simpatricas (Pansarin, 2016; Vale et al., 2011).
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Embora nio tenhamos registrado visitas as flores de O. warmingii, a oferta de
0leo como recurso floral, permite enquadra-la, juntamente com B. variabilis, na
sindrome de polinizagdo por abelhas fémeas solitarias, das tribos Centridini,
Tapinotaspidini e Tetrapediini, as quais rompem os elaidforos por meio de friccdao de
estruturas especializadas presentes em suas pernas anteriores ¢ medianas (Barros, 1992;
Neff & Simpson, 2005; Costa et al., 2006; Pansarin & Pansarin, 2010; Vale et al, 2011).
Estas abelhas também coletam grande quantidade de podlen das flores que, misturado ao
oleo, serve como alimento para as larvas (Schlindwein et al., 2005), comportamento que
ndo ¢ possivel nas flores de O. warmingii, em funcdo da aglomeragdo dos graos de
polen em polinias, tornando-os indisponiveis como recurso (Pemberton, 2010).

No caso de B. variabilis, Centris aff. confusa, C. varia e Paratetrapedia lugubris
foram observadas coletando 6leo floral. Visitas as flores de Oncidiinae polinizadas por
abelhas coletoras de o6leo sdo frequentemente referidas como raras (Tremblay et al.,
2005; Torretta et al., 2011), o que pode justificar a falta de sucesso nas observagdes
focais de O.warmingii. No entanto, as duas espécies dependem de visitantes florais
para a producdo de sementes, uma vez que sdo autoincompativeis (Sao Ledo, Capitulo 1
deste trabalho para O. warmingii; Mothé, 2014 para B. variabilis). A associagdo entre
abelhas dos géneros Centris, Paratetrapedia e Tetrapedia e algumas orquideas da
subtribo Oncidiinae é reconhecidamente importante no Neotrdpico (Pemberton, 2010) e
foi diversas vezes registrada (Singer & Cocucci, 1999; Silveira, 2002; Pansarin &
Pansarin, 2010; Renner & Schaefer, 2010; Torretta et al. 2011). Assim, considerando
ainda a especificidade da polinizacdo de flores de 6leo e a floragdo superposta das
espécies estudadas, ¢ razodvel pensar que elas compartilhem polinizadores na area de
estudos.

Nos casos descritos e confirmados de mimetismo floral entre Oncidiinae e
Malpighiaceae, as primeiras nao disponibilizam recurso 6leo para as abelhas, de modo
que as visitas as flores das orquideas ocorrem por engano (food deception), destacando—
se os seguintes sistemas: Tolumnia guibertiana (A.Rich.) Braem e Stigmaphyllon
diversifolium (Kunth) A. Juss., ambas polinizadas por Centris poecila (Vale et al.
2011); e Trichocentrum luridum (Lindl.) M.W.Chase & N.H.Williams(citada como
Oncidium cosymbephorum) e Malpighia glabra L., ambas polinizadas por C. ruthannae
(Carmona-Diaz & Garcia-Franco, 2009), estudos nos quais fica demonstrado que a
semelhanca entre as espécies (mimico e modelo) ¢ importante para o sucesso

reprodutivo, caracterizando um mimetismo Batesiano (Roy & Widmer, 1999).
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Se considerarmos que o mimetismo floral Batesiano prevé que a selecdo
favorega a semelhanca entre um mimico sem recursos disponiveis ¢ um modelo
altamente recompensante (Roy & Widmer, 1999), a presenca de elai6foros funcionais
em O. warmingii poderia afastar a hipotese de mimetismo Batesiano. No entanto, no
caso do sistema aqui estudado, a quantidade de 6leo floral disponibilizado ¢ muito
maior em B. variabilis do que em O. warmingii, seja pelo maior nimero de
inflorescéncias e de flores, muito agregadas e com maior display floral, pelo numero
maior de elai6foros por flor e pela maior quantidade de 6leo por elaidforo. Assim,
embora apresente elaidforos funcionais, O. warmingii poderia ser considerada um
engodo alimentar, quando comparada a B. variabilis. Na area de estudo, B. variabilis
representa o principal recurso alimentar (destinado a prole) para os polinizadores
envolvidos, os quais foram frequentemente registrados nas flores de B. variabilis, mas
nao nas flores de O. warmingii.

A despeito de todos os pontos até aqui discutidos, o fato de O. warmingii ter o
seu sucesso reprodutivo aumentado a medida que esta mais distante de B. variabilis
aponta para uma tendéncia de competicao entre elas, sendo B. variabilis a espécie
competitivamente superior. No entanto, B. variabilis parece se beneficiar da
proximidade com O. warmingii, sugerindo que O. warmingii contribui para a atragao
das abelhas visitantes, embora a curta distancia estas mostrem preferéncia pelas flores
de B. variabilis. A fidelidade as flores da espécie de Malpighiaceae estd provavelmente
relacionada a maior quantidade de Oleo disponivel, que favorece a relagdo
custo/beneficio do forrageio nas flores de B. variabilis e causa limitagdo polinica na
producdo de frutos e sementes de O. warmingii, corroborando a hipdtese de uma
interacdo competitiva por polinizadores entre as espécies estudadas.

Nao foram encontradas evidéncias de competicdo decorrente de polinizacio
interespecifica. Nas flores de B. variabilis a polinizacao ¢ do tipo esternotribica (Mothé,
2014) e, apesar de nao terem sido observadas visitas em O. warmingii, € provavel que
nesta espécie ocorra deposi¢do da polinia na parte anterior dorsal do corpo das abelhas
visitantes.

Nossos resultados nao sustentam a hipdtese de que B. variabilis € O. warmingii
constituem um complexo mimético, ja& que O. warmingii nao se beneficia da
proximidade, da cofloragdo, nem da semelhanca com B. variabilis. Os resultados
sugerem que as duas espécies fazem parte de um grupo de espécies polinizadas por

abelhas coletoras de oleo e que as semelhangas superficiais observadas estdo,
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provavelmente, mais relacionadas a esta sindrome de polinizagdo do que a uma
sindrome de polinizagdo por engodo alimentar (food deception), reforgando a ideia de

que a polinizagdo por engano € mais uma exce¢do do que uma regra em Oncidiinae

(Torreta et al., 2011; Reis et al., 2007).
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Conclusoes

Em relacdo as principais questdes que nortearam o estudo, chegamos as

seguintes conclusodes:

1 - As espécies de Oncidiinae do Parque Estadual do Ibitipoca apresentam um sistema
de polinizagdo do tipo flor de 6leo, dependendo da visita de abelhas coletoras de dleo
para a produgdo de frutos? As cinco espécies florescem anualmente, havendo periodos

de sobreposicao?

As cinco espécies de Oncidiinae estudadas diferiram com relacdo aos padrdes de
floracilo na darea do Parque Estadual do Ibitipoca. Gomesawarmingii e
Oncidiumbatemannianum exibiram um padrdo continuo, com tendéncia de pico no
periodo mais quente e umido do ano, enquanto que as demais espécies exibiram um
padrdo anual: Nohawilliamsia pirarensis, com floracdo longa durante toda a estacdo
mais quente e umida do ano, ao passo que G. hookeri e G. gravesiana, com floracao
curta na transicao da estacdo mais quente e Umida para a mais fria e seca.

As analises anatoOmicas confirmaram a secre¢dao de 6leo como recurso floral nas
cinco espécies estudadas. Embora nossos resultados tenham apontado limbo do labelo,
calo do labelo e lobos laterais adjacentes ao calo como regides secretoras de o6leo,
consideramos que o limbo do labelo diferencia-se estrutural e funcionalmente do calo
do labelo e dos lobos laterais adjacentes ao calo, o primeiro sendo osmoforo e os dois
ultimos, elaioforos.

As cinco espécies de Onciidinae estudadas disponibilizam substancias lipofilicas
como recurso floral e dependem de vetores bidticos para a producdo de frutos e
sementes, ja& que nao sdo autogamicas, sugerindo assim um sistema de polinizacao

especializado,envolvendo abelhas coletoras de 6leo.

2. Ocorrem mecanismos que impedem ou dificultam cruzamentos entre as espécies

Gomesa warmingii € Oncidium. batemannianum?

A ocorréncia de periodos de floragdo sobrepostos ao longo de grande parte do

ano, mas com picos de intensidade em diferentes meses sugerem que a fenologia
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reprodutiva de G. warmingii e de O. batemannianum pode constituir uma fraca barreira
pré-polinizacdo, ja queperiodos de floragdo, ainda que moderamente separados, podem
reduzir consideravelmente as polinizagdes interespecificas, constituindo um possivel
mecanismo de isolamento temporal entre as espécies estudadas.

Nossos resultados apontam para a ndo ocorréncia de hibridos entre as mesmas,
com base nos experimentos de polinizacdo interespecifica:a producao de frutos ocorreu,
inicialmente, de forma unidirecional, isto ¢, frutos sao formados somente quando pdlen
de G. warmingii (parental masculino, doador de podlen) ¢ transferido para flores de O.
batemannianum (parental feminino, receptor de pdlen).

Ressalta-se que a poliniza¢do intergenérica usandoO. batemannianum como
parental feminino e O. warmingii como doadora de polinia mostrou o desenvolvimento
de tubos polinicos, diferentemente da polinizacdo reversa. No entanto, frutos nao
continham sementes férteis..

Assim, confirmamosa importdncia de barreiras poOs-polinizacdo para a
manuten¢do da integridade das espécies estudadas. Sugerimos que as barreiras pos-
polinizagdo, que excluem a formacdo de hibridos e preservam a integridade das espécies
em estudo, sao mantidas por uma forte selecdo contra a hibridizacdo, em face da
simpatria, da floracdo sincronica e do mesmo sistema de polinizacdo observados na area

de estudo.

3.Gomesa warmingii e Byrsonima variabilis estdo relacionadas a um complexo

mimético ou facilitagao?

As flores de Byrsonima variabilis ¢ de Gomesa warmingii apresentam
semelhancgas superficiais como a antese diurna, a simetria bilateral, a oferta de 6leo
floral como recurso, a localizagdo dos elai6foros aos pares, em areas analogas (nos
lobos laterais do labelo, em G. warmingii e nas sépalas, em B. variabilis) e a
semelhanca entre o calo do labelo, em G.warmingii, € o conjunto de estames, em B.
variabilis, tanto pela cor como pela area ocupada, também contribuem para que,
possivelmente, as flores das duas espécies sejam confundidas pelos provaveis
polinizadores.

Gomesa warmingii tem o seu sucesso reprodutivo aumentado a medida que esté
mais distante de B. variabilis apontando para uma tendéncia de competicdo entre elas,

sendo B. variabilis a espécie competitivamente superior. No entanto, B. variabilisparece
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se beneficiar da proximidade com G. warmingii, sugerindo que G. warmingii contribui
para a atracdo das abelhas visitantes, embora a curta distancia estas mostrem preferéncia
pelas flores de B. variabilis. A fidelidade as flores da espécie de Malpighiaceae esté
provavelmente relacionada a maior quantidade de o6leo disponivel, que favorece a
relacdo custo/beneficio do forrageio nas flores de B. variabilis e causa limitagdo
polinica na producao de frutos e sementes de G. warmingii, corroborando a hipdtese de
uma interagdo competitiva por polinizadores entre as espécies estudadas. .

Nossos resultados nao sustentam a hipdtese de que B. variabilis ¢ G. warmingii
constituem um complexo mimético, ja que G. warmingii ndo se beneficia da
proximidade, da cofloragdo, nem da semelhanca com B. variabilis. Os resultados
sugerem que as duas espécies fazem parte de um grupo de espécies polinizadas por
abelhas coletoras de oleo e que as semelhangas superficiais observadas estdo,
provavelmente, mais relacionadas a esta sindrome de polinizacdo do que a uma
sindrome de polinizagdo por engodo alimentar (food deception), reforgando a ideia de

que a polinizagdo por engano ¢ mais uma excec¢ao do que uma regra em Oncidiinae.
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