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Resumo:

A presente pesquisa trata da biologia floral, polinizacéo, sistema reprodutivo e
fenologia reprodutiva de Zygopetalum triste Barb. Rodr. (Epidendroideae -
Orchidaceae). O estudo foi realizado no Parque Estadual de Ibitipoca, Minas
Gerais, Sudeste do Brasil (PEIB-MG). A pesquisa envolveu a busca de
osméforos e nectarios funcionais, a fim de compreender a biologia floral e a
interacdo da espécie com seus polinizadores. Experimentos de polinizacdo
manual foram usados para entender o sistema reprodutivo. A espécie floresce
de abril a setembro. As flores séo diurnas, conspicuas, ressupinadas, sutiimente
perfumadas, dispostas em racemos laterais, variando de trés a seis flores, e
amadurecendo da base para o apice. As flores foram visitadas por abelhas
(Bombus morio e Apis mellifera). Sépalas e pétalas sdo vinaceas e contrastam
com o labelo roxo articulado, utilizado pelo polinizador como plataforma de pouso
e apresentando glandula odorifera (osméforo). O polinario apresenta dois pares
de polinias cartilaginosas. Nos experimentos de polinizagdo manual,
observamos que a espécie ndo se autopoliniza espontaneamente, devido a
presenca do rostelo que impede o contato entre a polinia e a regido estigmatica.
Assim, a espécie depende de visitas de polinizadores para a transferéncia de
polen para a regido estigmatica. A producao de frutos obteve maior sucesso na
polinizagédo cruzada (xenogamia), com 65% de frutificacdo. Na autopolinizagao
manual, o sucesso alcancou 47%. A eficiéncia da polinizacdo foi avaliada
indiretamente pela observacao das frequéncias de polinias removidas da flor e
inseridas na regido estigmatica. Os resultados revelaram uma baixa taxa de
visitacao, pois 75% das flores observadas nao foram visitadas (polinias néo
removidas nem inseridas); 13% tinham somente as polinias removidas, mas nao
inseridas; apenas 12% das flores foram legitimamente polinizadas, ou seja,
tiveram polinias inseridas na regido estigmatica (n = 338).

Palavras-chave: polinizagdo por engano, melitofilia, osmoforo, limitacao
polinica, Parque Estadual do Ibitipoca, Epidendroideae.



ABSTRACT

The present research deals with the floral biology, pollination, reproductive
system and reproductive phenology of Zygopetalum triste Barb. Rodr.
(Epidendroideae - Orchidaceae). The study was conducted at Parque Estadual
de Ibitipoca, Minas Gerais State, Southeastern Brazil (PEIB-MG). The research
involved the search for osmophores and functional nectary in order to understand
the floral biology and the interaction that the species has with its pollinators.
Manual pollination were used to understand the reproductive system. The
species flowers from April to September. The flowers are diurnal, conspicuous,
ressupinated, subtly fragrant, arranged in lateral racemes, ranging from three to
six flowers, and ripening from the base to the apex. The flowers were visited by
bees (Bombus morio and Apis mellifera). Sepals and petals are vinaceous and
contrast with the purple articulated labellum, used by pollinators as a landing
platform and presenting odor gland (osmophore). The pollinaria presents two
pairs of cartilaginous pollinia. In the manual pollination experiments, we found
that the species does not self-pollinate spontaneously, due to the presence of the
rostellum that prevents contact between the pollinia and the stigmatic region.
Thus, the species depends on pollinators visits for the transfer of pollen to the
stigmatic region. Fruit production achieved greater success in cross pollination
(xenogamy), with 65% of fruit set. In manual self-pollination, success reached
47%. Pollination efficiency was indirectly evaluated by observing the frequencies
of pollinia removed from the flower and inserted in the stigmatic region. The
results revealed a low visitation rate, as 75% of the observed flowers were not
visited (pollinia not removed neither inserted ); 13% had only removed but not
inserted pollinia; only 12% of the flowers were legitimately pollinated, that is, they
had pollinia inserted in the stigmatic region (n = 338).

Keyword: pollination by mistake, melittophily, osmophore, pollen limitation,

Parque Estadual do Ibitipoca, Epidendroideae.
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1. INTRODUCAO

Orchidaceae Juss. € uma das maiores familias de angiospermas com
aproximadamente 28.000 espécies, distribuidas em 736 géneros que se encontram
agrupados em cinco subfamilias: Apostasioideae, Cypripedioideae, Vanilloideae,
Orchidoideae e Epidendroideae (CHASE et al. 2015; THE PLANT LIST, 2017).

Orchidaceae é considerado o maior grupo de monocotiledéneas (FLORA DO
BRASIL, 2019). Espécies da familia sdo ervas, com diversificadas formas de
crescimento, tamanho, coloracdo das flores e ornamentacdes de labelo (DRESSLER,
1993; PRIDGEON, et al. 1999, 2010), apresentando distribuicdo cosmopolita, ausente
apenas nas areas dos polos e desertos (GOVAERTS et al. 2017; TROPICOS, 2017). No
Brasil, encontra-se representada por 221 géneros e 2.497 espécies presentes em todas

as formacdes vegetacionais do pais (BFG, 2015).

O néctar é o principal recurso floral oferecido aos polinizadores (PROCTOR et al.
1996), secretado em nectarios perigonais, cuniculares ou espordes, frequentemente
dificeis de localizar e de ter sua funcionalidade avaliada (DRESSLER 1990). Também
ocorrem espécies cujo 0leo é o recurso floral aos polinizadores, principalmente em
Oncidiinae (DRESSLER 1990). Entretanto, numerosas orquideas n&o oferecem
recompensas aos polinizadores e, nesse caso, as visitas sdo baseadas em algum tipo
de engano (KOCYAN; ENDRESS, 2001, SINGER; KOEHLER, 2004), incluindo
Zygopetalum mackayi polinizada por Bombus pauloensis (CAMPACCI et al., 2016).

Comrelacao ao sistema reprodutivo, as orquideas tendem a ser autocompativeis,
porém € necessaria a presenca de um vetor de pélen para que ocorra a polinizacdo. A
autopolinizacdo espontanea é prevenida em algumas espécies devido a presenca de
barreiras mecanicas (rostelo), que promovem uma separacao espacial entre polinias e
regido estigmatica, caracterizando uma hercogamia. Desta forma, a polinizacao cruzada
€ favorecida na maioria das espécies (VAN DER PIJL; DODSON, 1966, PANSARIN,
2003, MICKELIUNAS et al. 2006). Algumas espécies sdo autoincompativeis, o que
evidencia a ocorréncia de barreiras genéticas (BORBA et al. 2001, BARBOSA et al. 2009,
PANSARIN; PANSARIN, 2010).
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Zygopetalum Hooker € um dos 650 géneros da subfamilia Epidendroideae, a
maior das subfamilias, com cerca de 18.000 espécies diversificadas (PRIDGEON et al.
2005). As espécies de Zygopetalum séo descritas como plantas geralmente cespitosas;
rizoma quase sempre curto; caule secundario espessado em pseudobulbo; folhas apicais
com varias nervuras longitudinais proeminentes, articuladas com bainhas. A
inflorescéncia ocorre em racemo lateral; bracteas florais cimbiformes, com flores
vistosas, sépalas e pétalas semelhantes entre si, labelo branco variavelmente venulado
em roxo; quatro polinias do tipo cartilaginosas, dotadas de estipe e vicidio (ROMANINI,
2006).

As orquideas do complexo "Zygopetalum maculatum" (Kunth) Garay, do qual a
espécie estudada faz parte, séo tipicas dos campos rupestres e de altitude do leste do
Brasil. Atualmente sdo reconhecidas seis espécies para este grupo que, por
compartilharem caracteristicas morfolégicas diagnésticas, sdo reconhecidas como um
complexo de espécies. O nome do género faz referéncia ao formato de suas flores
zigomorfas (com apenas duas pétalas iguais) (SHEEHAN; SHEEHAN, 1994).

O presente trabalho tem como objetivo geral estudar Zygopetalum triste Barb.
Rodr., no Parque Estadual do Ibitipoca, quanto a fenologia reprodutiva, biologia e

morfologia florais, sistema reprodutivo e polinizagao.

Os objetivos especificos séo: (i) avaliar o periodo de floracdo e frutificacdo da
espécie; (ii) verificar a funcionalidade do nectéario e a presenca de osmoforo nas flores;
(iif) avaliar o sucesso reprodutivo a partir dos experimentos de polinizacdo manual e
natural; (iv) e estimar as visitas de polinizadores através da remocdo de polinias e

insercdo das mesmas na regido estigmatica, ao longo do periodo de floracao.

As orquideas possuem papel importante na flora das Unidades de Conservacao
e, somente quando ha conhecimento sobre habitat, biologia, ecologia e tamanho das
populacdes, é possivel programar estratégias de conservagdo apropriadas para as
espécies. Na segunda edicdo do “Atlas para a conservacao da biodiversidade no estado
de Minas Gerais”, a Serra de Ibitipoca esta entre as areas prioritarias para a conservagao

da flora no Estado, sendo, portanto, relevante o estudo reprodutivo de Zygopetalum triste
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Barb. Rodr. (Orchidaceae), ressaltando-se que o género em foco permanece pouco

conhecido sob aspectos de reprodugao.

O presente estudo pretende estabelecer respostas para as seguintes questoes:

e Zygopetalum triste € uma espécie autocompativel, mas depende de polinizadores
para a producédo de frutos e sementes.

e O mecanismo de polinizacdo da espécie esta baseado em algum tipo de engano.

e A taxa de visita dos polinizadores as flores de Zygopetalum triste € baixa,
podendo ser inferida através da andlise de flores com polinias inseridas na regiao

estigmatica.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Zygopetalum Hook. € um pequeno género de Orchidaceae que comporta cerca
de 14 espécies reconhecidas no Brasil, pais considerado o seu centro de diversidade
(CHASE et al. 2003). Essas plantas ocorrem em lugares saturados de umidade
(SHEEHAN; SHEEHAN, 1994), em meio a gramineas e diversas espécies de
samambaias, em frestas de rochas onde ha detritos vegetais acumulados, e
eventualmente sobre tronco de arvores e em beiras de estradas e barrancos (HOEHNE,
1953; CAMPACCI, 2013).

Apesar de ter poucas espécies, Zygopetalum ainda apresenta problemas de
delimitacdo. Os taxons que ocorrem em campos rupestres de altitude, como Z.
maculatum (Kunth) Garay, (=Zygopetalum mackayi Hooker), Z. brachypetalum Lindl., Z
intermedium Lood., Z. triste Barb. Rodr., Z reginae Pabst, Z. guillanryi Pabst. e Z.
sincoranum V. P. Castro & Campacci tém sua taxonomia duvidosa por conta da

sobreposicao de caracteres morfolégicos diagndsticos.

Muitos pesquisadores relatam que as orquideas polinizam-se por engodo, por nao
oferecer recompensa (néctar) aos insetos que as polinizam. A polinizacdo € um dos

exemplos de mutualismo mais emblematicos presentes na literatura cientifica. De um
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lado, plantas com flores atrativas e com odores oferecem uma extensa variedade de
recursos florais, os quais podem ser utilizados pelos agentes polinizadores como
alimento (néctar, 6leos e polen). Por outro lado, os polinizadores desempenham uma
funcdo importante na reproducdo da planta, que é a de dispersdo dos gametas
masculinos, garantindo, em muitos casos, altos niveis de fecundagdo cruzada
(PINHEIRO, 2014).

A polinizacdo por engodo foi descoberta por Sprengel (1793), que descreveu a
auséncia de néectar em flores de diversas espécies de Orchidaceae. Estima-se que cerca
de um terco das Orchidaceae sejam polinizadas por engano, pelo simples fato de nao
oferecerem nenhum tipo de recursos floral, onde muitas espécies utilizam diversas
formas para atrair o visitante, dentre elas, a simulacdo de estruturas que sirvam de
alimento ou mimetizem flores que oferecem recurso (ACKERMAN, 1986, BORBA;
BRAGA, 2003, MICKELIUNAS, 2006, PANSARIN, 2008).

Estudos referentes a orquidea Zygopetalum mackayi mostraram que a espécie €
apomitica facultativa, necessitando do polinizador para formacéao de frutos, revelando a
presenca de variacdo de namero cromossémico (2N =48, 2N =72 e 2N = 96), ao longo
de um gradiente geografico (MOURA, 2018).

Até onde sabemos, ndo existem informacdes sobre os mecanismos de biologia
reprodutiva e polinizacdo de Z. triste, nem sobre dados micromorfolégicos, anatdmicos
ou histoquimicos relacionados a presenca e funcionalidade de estruturas secretoras

associadas a polinizacéo.

3. METODOLOGIA
3.1 Area de Estudo

O estudo foi realizado em area de vegetacdo 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)
(Fig.1). Segundo a classificacdo de Koeppen (1948), o clima da regido é do tipo Cwb:
mesotérmico umido, com verdes amenos e invernos secos, sendo que a estacdo mais

guente e umida vai de outubro a marco e a estacdo mais fria e seca de abril a setembro.
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A precipitagdo anual média é de 1.532 mm e a temperatura média é de 18,9°C (CETEC,
1983).

LOCALIZAGAD DO PARQUE ESTADUAL DO IBITIPOCA {PEI}
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FIGURA 1: Localizacdo do Parque Estadual do Ibitipoca, MG. Fonte: IBGE (s/d.). Org:
Bento, 2012; Exec. Martins, 2012.

A Serra do lbitipoca 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 formacdes vegetais, das quais 0 campo rupestre ocupa a maior extensao,
sendo também encontradas em seus dominios diversas formacdes florestais: floresta
ombréfila densa (ou floresta nebular); mata ciliar e cerrado de altitude (SALIMENA-
PIRES, 1997; FONTES, 1997; RODELA, 1998; VITTA, 2002).

3.2 Fenologia Reprodutiva
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Para o estudo da fenologia reprodutiva de Zygopetalum triste, foram selecionados
e marcados com o auxilio do GPS os individuos adultos em cinco areas demarcadas de
20m x 20m, entre os gradientes de 1.668 a 1.711m de altitude, no Circuito Janela do
Céu.

As observacdes fenoldgicas foram realizadas mensalmente, no periodo entre abril
a setembro de 2019, registrando-se a presenca de fenofases de floracéo (botdes e flores)

e frutificacao (frutos imaturos e frutos maduros).

3.3 Morfologia e biologia florais

Através de observac0es feitas diretamente no campo, flores de Z. triste foram
selecionadas ao acaso e analisadas quanto ao: horario de antese, periodo de
longevidade e presenca de odor (n= 30 flores). Alongevidade floral foi avaliada em flores
controle (ndo manipuladas), em flores apds a remocao das polinias e em flores apés a
insercao das polinias (n= 30 flores). No laboratério de Biologia Reprodutiva do Museu
Nacional (UFRJ), foram realizadas as seguintes observacfes: morfologia, morfometria
(diametro e/ou largura e comprimento das flores e das estruturas florais como sépalas,
pétalas, labelo, coluna e ovario), cor, forma, presenca de osmoforos e receptividade
estigmatica (n= 30 flores) (FAEGRI; VAN DER PIJL, 1979, DAFNI, 1992). Para verificar
a receptividade estigmatica, 30 flores foram testadas com o método de atividade
peroxidasica (DAFNI, 1992), que consiste em pingar gotas de peroxido de hidrogénio na
regido estigmatica e verificar a reacao através da formacao de bolhas na mesma. Para
verificar a presenca de osmoéforos, flores frescas em antese foram mergulhadas em
solucdo de vermelho neutro em diluicdo aquosa de 1:1000, por 20 a 30 minutos e,
posteriormente, lavadas em agua corrente (VOGEL, 1990, DAFNI, 1992). As medidas
foram tomadas a partir de paquimetro digital, sob microscépio estereoscopico (n= 30

flores).

3.4 Morfoanatomia das estruturas secretoras florais associadas a polinizacao
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Para as andlises anatomicamente as estruturas florais associadas a polinizacéo,
botdes e flores foram coletados, fixados em solucéo de formaldeido 4% + glutaraldeido
2,5% em tampao fosfato de sodio 0,05M pH 7,2 (GAHAN, 1984), submetidos a baixa
pressdo, desidratadas 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). Seccdes seriadas de 1-3um de espessura
foram coradas com Azul de Toluidina 0,05% (FEDER; O’'BRIEN, 1968).

As observacdes foram realizadas em microscépio Leica DM 750 com camera Leica
ICC50 HD e software LAS EZ verséao 3.0.0.

Para detectar a presenca de substancias lipofilica e amido as amostras foram
tratadas com: Sudan Il e Sudan IV (JOHANSEN, 1940) e Lugol (Johansen, 1940)

respectivamente.

3.5 Sistema reprodutivo

Para o estudo do sistema reprodutivo foram utilizadas técnicas de polinizacdo
manual. 1 — para verificar a ocorréncia de autopolinizacdo espontanea, botdes florais
sem nenhuma manipulacdo foram isolados com sacos de voil (n= 16 botdes); 2- a
autopolinizacdo manual, que consiste em inserir a propria polinia na regiao estigmatica
de uma mesma flor, para verificar a presenca de sistemas de autoincompatibilidade (n=
17 flores); 3- polinizacdo cruzada manual (xenogamia), que consiste na troca de
polinias de flores de individuos diferentes, para estimar a producao potencial de frutos
(n=20 flores); 4- flores ndo manipuladas e ndo ensacadas foram marcadas e utilizadas
como controle para estimar a producao de frutos em condicdes naturais (n = 34 flores).
Os frutos resultantes foram acompanhados até o estadio proximo a liberacdo das
sementes, quando foram coletados e mensurados quanto ao comprimento e diametro. A
fim de verificar a viabilidade das sementes produzidas, utilizou-se a técnica do carmim
acético que consiste em confirmar por transparéncia a presenca 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.
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O grau de autocompatibilidade foi estabelecido através do calculo do indice de
autocompatibilidade (1Ac), conforme Lloyd & Shoen (1992), que é o resultado da divisao
entre a percentagem de frutos formados por polinizagbes manuais que resultam em
autofertilizacdo (autopolinizacdo manual) e a percentagem de frutos formados por
polinizagbes cruzadas que resultam em fertilizacdo cruzada (xenogamia). Plantas com

IAc superior a 0, 75 sdo consideradas autocompativeis

3.6 Visitantes florais

O registro de visitantes florais foi realizado no campo a partir de observacoes
focais em 12 dias diferentes, em diversos horarios, entre 9h e 15h, com cerca 20 horas
de esforco de observacdo. Como a taxa de visitacdo em espécies de Orchidaceae
geralmente & muito baixa, a frequéncia de visitas e a eficiéncia da polinizagdo também
foram estimadas indiretamente a partir das taxas de remocdo e de deposicao de
polinarios. Para tal, 338 flores foram classificadas como: flores com polinario intacto sem
polinias inseridas; flores com polinario removido sem polinias inseridas e flores com
polinario removido e polinias inseridas. Foram analisadas quanto a remocao e deposi¢cao
de polinario diretamente no campo ao acaso durante o periodo de floracdo (TREMBLAY
et al., 2005).

4. RESULTADOS

4.1 Distribuicao e periodo de florescimento

Zygopetalum triste ocorre no “Circuito Janela do Céu”, entre 1.668 a 1.711 m de
altitude, sendo possivel encontrar poucos individuos entre a Portaria e o Centro de
visitantes do PEIB. Sua floracdo € anual e regular de abril a setembro, na estacdo mais
fria e seca do ano, com pico de floracdo no més de maio e frutificacdo nos meses de
agosto e setembro. Durante o0 més de setembro ocorre a maturacdo dos frutos e

consequentemente a dispersédo das sementes anemocoaricas (Fig. 2).
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Periodo de Floracéo e Frutificacao
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FIGURA 2: Fenofases reprodutivas de Zygopetalum triste no Parque Estadual do

Ibitipoca, Minas Gerais. bt- emissao de botbes florais; fl-floracao; fr-frutificacao

4.2 Morfologia e biologia florais

Zygopetalum triste apresenta flores zigomorfas, labiadas, grandes (56,27+ 15,01
x 55,36 + 10,17mm), diurnas, conspicuas, ressupinadas, sutilmente perfumadas,
dispostas em racemos laterais, com flores variando em numero de trés a seis e
amadurecendo da base para o apice. As sépalas: laterais (35,01+18,24 x 12,80 + 16,43
mm) e dorsal (32,94 + 18,19 x 13,05 £ 16,39 mm) e pétalas laterais (31,24 + 18,58 x
11,00 + 16,74 mm) sdo vinaceas e contrastam com o labelo lilas que apresenta projecdes
brancas (33,78 + 18,15 x 33,63 + 13,02 mm). O labelo é articulado com a coluna curta.
O polinario apresenta dois pares de polinias cerosas (Fig. 3A).

A reacao positiva ao vermelho neutro ocorreu nas papilas localizadas no calo na
face adaxial do labelo e coluna (Fig. 3B), sugerindo a presenca de osmoforo. Nossos
resultados apontam para confirmacédo da ocorréncia do osmoforo uma vez que cortes
anatémicos e testes histoquimicos indicaram tecido com presenca de grdos de amido
(Lugol) e de goticulas lipofilicas (Sudan V).

As flores receptivas apresentam secrecao na entrada da regido estigmatica, onde
o polinario adere com facilidade.

O periodo de antese das flores (longevidade) nédo visitadas, sem que haja
remocao e/ ou insercao das polinias, estende-se até 27 dias. Apos trés dias da insercao
experimental da polinia na cavidade estigmatica, ocorre o fechamento da entrada desta

regido, dando inicio a desidratacdo e senescéncia das estruturas florais (Fig. 3C).
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As flores apresentam como destaque o labelo, o qual atua como atrativo, pela cor
e presenca do osmoéforo na regido adaxial; por serem ressupinadas o labelo também
constitui plataforma de pouso durante as visitas.

O possivel nectario esta situado em um prolongamento do labelo originando um
pequeno espordo. Entretanto sua estrutura e funcionalidade ainda encontram-se em

andlise (Fig.3D).

FIGURA 3: Flores de Zygopetalum triste no seu habitat (A); evidéncias do osmoforo em
reacdo com teste de vermelho neutro - indicado pela seta (B); flores com polinia inserida
na regido estigméatica (C) e possivel localizagdo do nectario — indicado pela seta(D).

4.3 Sistema reprodutivo
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Os experimentos relativos ao sistema de reproducdo encontram-se reunidos na
tabela 1. A espécie nao se poliniza espontaneamente, em funcéo da presenca do rostelo
gue impede o contato entre as polinias e a regido estigmatica. Sendo assim, a espécie
necessita de visitas dos polinizadores para efetuar a transferéncia de polinias para a
regido estigmatica.

Em praticamente todos 0s experimentos, ocorreu uma maior porcentagem de
frutos iniciados do que de frutos maduros, revelando a ocorréncia de aborto dos mesmos
ao longo do desenvolvimento. Os frutos sdo polispérmicos, do tipo capsula, verdes, com
sementes anemocoéricas medindo aproximadamente 2 mm, dispersas por fendas
longitudinais (Fig. 4 A). A presenca de embrido é facilmente identificada devido a
coloracéo pelo carmim acético.

A producdo de frutos alcancou maior sucesso nha polinizacdo cruzada
(xenogamia), atingindo 65%, ao passo que na autopolinizagdo manual o sucesso limitou-
se a 47%. Deste modo a espécie foi considerada autoincompativel por ser revelado um

IAc = 0.72 (<0,75), embora alguns frutos possam se originar por autopolinizacdo manual.

Tabela 01: Experimentos de sistema de reproducédo em flores de Zygopetalum triste
Barb. Rodr.

Experimentos n/flores sucesso reprodutivo
polinizacéo cruzada (xenogamia) 20 65%
autopolinizacdo manual 17 47%
autopolinizacao espontanea 16 0%
controle 35 1%

Os frutos originados de xenogamia apresentaram sementes com embrido
(77,02%; n=4 frutos) Os resultados obtidos sobre a formacédo de frutos a partir de
polinizacfes naturais (controle) revelou uma producéo de frutos que ndo chega a atingir
1%. Frutos coletados ao acaso na area de estudo apresentaram sementes (58,61%;
n=13 frutos) com embrido. Os frutos originados de autopolinizacdo ainda estdo em

andlise sobre os nimeros de sementes com embrido.
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4.4 Visitantes florais

Durante as observacdes de campo foi registrada a remocao de polinias através
de uma visita de Bombus morio, que durou cerca de 5 minutos. Outras trés flores foram

observadas com Apis mellifera mortas na entrada da regido estigmatica (Fig.4B).

f

FIGURA 4: Frutos naturais (A) e Apis mellifera morta na entrada da regido estigmatica na

flor de Zygopetalum triste (B).

A avaliacao indireta das visitas mostrou que a taxa média de flores com polinario
intacto e sem polinias inseridas (flores nao visitadas) foi de 75%; de flores com polinario
removido sem polinias inseridas foi de 12% e de flores com polinario removido e com

polinias inseridas na regido estigmatica (efetivamente polinizadas) foi de 13% (Fig. 5).
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75%

Polinario intacto sem Polinario removido sem  Polinario removido com
polinias inseridas polinias inseridas polinias inseridas

FIGURA 05: Frequéncia de visitacdo inferida a partir de observacdes indiretas em flores
de Zygopetalum triste, no Parque Estadual do Ibitipoca, MG.

5. DISCUSSAO

Zygopetalum triste apresenta atributos florais associados a melitofilia (FAEGRI et
van der PIJL, 1979) tais como: flores vistosas, cor roxa, presenca de plataforma de
pouso, simetria bilateral, odor suave e antese diurna. A observacao da visita por Bombus
morio, por cerca de 5 minutos, confirma a hipotese de melitofilia e sugere que o recurso
floral existe e é o néctar.

A presenca da plataforma de pouso decorre do fenbmeno da ressupinacéo, o qual
muda a orientacao de muitas flores de orquideas durante a antese, de modo que o labelo,
inicialmente numa posicao adaxial/superior da flor, assume uma posicao abaxial/inferior,
facilitando a polinizacdo por apresentar o labelo como uma plataforma de pouso e um
guia de néctar (MONDRAGON-PALOMINO & THEIBEN, 2009). No caso de Z. triste, a
presenca de osméforo entre o labelo e a coluna sugere que esta pétala modificada &
também a estrutura floral mais envolvida na secrecao de odor, favorecendo a localizacéo
e a identificagdo da fonte de néctar (?) ou de possivel nectario ndo funcional. Tal fato
também foi observado em Epidendrum orchidiflorum, cujas flores noturnas e
ressupinadas apresentam labelo acumulando as funcdes de plataforma de pouso e
secrecdo de odor (SAO LEAO et al., 2019). Entretanto, CAMPACCI et.al. (2016)
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concluiram que o nectario das flores de Z. mackayi ndo é funcional, sendo a espécie
polinizada por engano. Em outras espécies da subfamilia Epidendroideae a confirmacéo
da funcionalidade do nectério s6 foi alcancada apés estudos morfoanatémicos e testes
histoquimicos (Epidendrum denticulatum e Epidendrum orchidiflorum - SAO LEAO et.al,
2019). Assim, preferimos néo inferir ser a polinizacdo por engano na espécie em foco,
antes de concluir estes testes, uma vez que muitas espécies de Orchidaceace nao
apresentam secrecao facilmente visualizada, sendo o sistema de polinizagdo muitas
vezes equivocadamente interpretado como por engano (ACKERMAN, 1990;
CHRISTENSEN, 1992).

Flores ensacadas de Zygopetalum triste ndo formaram frutos, portanto a producao
de frutos depende da acdo dos polinizadores, ndo sendo a espécie autogamica. No
entanto, a espécie produziu alguns frutos por autopolinizagcdo manual (47%), apesar do
indice de autocompatibilidade ter sido inferior a 0,75 (IAc=0,72), caracterizando a
espécie como autoincompativel. O maior sucesso reprodutivo (65%) foi obtido a partir da
transferéncia de pélen entre individuos diferentes (xenogamia); esses frutos continham
69,85% de sementes com embrido. Esses resultados assemelham-se aqueles obtidos
por CAMPACCI et.al. (2016) para Z. mackayi, mas estes autores registraram apomixia
facultativa na espécie. MOURA (2018) também observou, com frequéncia, a ocorréncia
de poliembrionia nas sementes de Z. mackayi, sugerindo apomixia para a espeécie.
Nossos experimentos permitem concluir apenas que Z. triste ndo tem apomixia
obrigatéria, ja que flores ensacadas ndo produziram frutos, mas ressaltamos que néo
observamos sementes com poliembrionia nos frutos dos experimentos realizados em Z.
triste.

Concluimos que a polinizacéo cruzada manual (xenogamia) aumentou ndo sé a
producéo de frutos, como também o nimero de sementes férteis por fruto, em relacéo a
estimativa direta do sucesso da polinizacdo natural (1%; n=34 flores). Outros estudos
também demonstraram um sucesso reprodutivo abaixo de 10% para muitas espécies de
orquideas (CARVALHO; MACHADO, 2002, MARTINI et al. 2003, PANSARIN, 2003,
PANSARIN et al. 2006, MICKELIUNAS et al. 2006, CARVALHO; MACHADO, 2006,
PANSARIN; AMARAL, 2008, PANSARIN et al. 2008a PANSARIN; PANSARIN, 2010,
RECH et al. 2010, STORTI et al. 2011, SAO LEAO et al. 2019).
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O resultado obtido para o sucesso da polinizacdo natural € muito mais baixo do
que o observado a partir de flores com polinias inseridas (13%; n=338). Tal fato
provavelmente esta relacionado com o pequeno nimero amostral usado na avaliagdo de
frutos por polinizacao natural.

A baixa taxa de visitas as flores, evidenciada tanto nas observacgfes diretas
(observacao de visitas propriamente ditas) como nas indiretas (flores com polinias
removidas e inseridas) e o aumento da producdo de frutos nos experimentos de
polinizacdo manual (xenogamia) sugerem limitagdo polinica. A limitacdo polinica pode
ser demonstrada empiricamente quando a suplementacdo manual de pdlen cruzado
sobre as areas estigmaticas das flores aumenta a fertilidade feminina em comparacgéao a
polinizagdo natural (LARSON; BARRETT 2000). Plantas tém sucesso reprodutivo
reduzido, de modo que a producéo real de frutos e de sementes fica aquém da producao
potencial, ou seja, para a qual ha recursos maternos disponiveis (HARDER; AIZEN,
2010). Flores com polinarios removidos, mas sem polinias inseridas (12%) sugerem
visitas ilegitimas ou ineficientes, resultando em perda de pdlen e possivelmente

influenciando negativamente o sucesso reprodutivo da espécie.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Concluimos que Zygopetalum triste € uma espécie autoincompativel dependente
de polinizadores para a producéo de frutos e sementes.

N&o podemos inferir mecanismo de polinizacdo por engano as flores de
Z triste pois a funcionalidade do possivel nectario ainda encontra-se em analise.

A taxa de visita dos polinizadores as flores de Zygopetalum triste € baixa, podendo

ser inferida através da analise de flores com polinias inseridas na regido estigmatica.
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