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RESUMO

FONSECA, Rubia Santos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2013
Estratégias reprodutivas de plantas de sub-bosque de Floresta Atlantica em
diferentes estadios sucessionai©rientadora: Milene Faria Vieira. Co-orientadora:
Leonor Patricia Cerdeira Morellato.

As caracteristicas reprodutivas das comunidades vegetais sdo influenciadas pelo seu
historico de perturbacdo. A Mata do Paraiso, um fragmento de 195 ha de Floresta
Atlantica em Vigcosa, Minas Gerais, sudeste brasileiro, apresenta ambientes que foram
submetidos a diferentes historicos de usos e correspondem aos seguintes estadios
sucessionais: pasto abandonado (Pasto) e florestas em estadio inicial (FEI), médio
(FEM) e avancado (FEA) de regeneracdo. Para compreender a distribuicdo das
estratégias reprodutivas nessa comunidade € necessaria a analise das espécies ernr
relacdo aos seus estadios sucessionais. Foram objetivos: 1) verificar a distribuicdo da
frequéncia (% de espécies) e da abundancia (% de individuos) dos sistemas sexuais nos
habitos de crescimento e nos estadios sucessionais em sub-bosque; 2) verificar se a
eficiéncia da polinizacdo é afetada pela idade da florGenymborkis flava (Sw.)

Kuntze, orquidea terrestre de sub-bosque de FBAconfirmar a autogamia em
Cyclopogon variegatus Barb. Rodr., orquidea terrestree dub-bosque de FEM,
descrever o seu mecanismo de autopolinizacdo e interpretar as consequéncias ecoldgicas
dessa estratégia reprodutiva. Para o primeiro objetivo, 24 parcelas foram distribuidas
nos diferentes estadios sucessionais e obtidas as espécies, seus habitos, sistemas sexual
e abundéancia de individuos. Para o segundo objetivo, flore€. dtava foram
submetidas a observacdes morfoldgicas (aspectos do perianto e da area estigmatica),
teste quimico (teste para atividade enzimatica com peroxido de hidrog&nio)
polinizagbes manuais. Para o terceiro objetivo, flore€.deariegatus, em diferentes
estadios, foram analisadas com auxilio da microscopia de fluorescéncia e de luz (cortes
anatdomicos); foram conduzidos testes de polinizacdo, de viabilidade das sementes,
realizadas observacdes de polinizadores e de remocao de polinarios. Foram encontrados
cinco sistemas sexuais: hermafroditismo (em 80,5% das espécies), dioicia (12,4%),
monoicia (5,3%), andromonoicia (0,88%) e ginomonoicia (0,88%). O habito e os
estadios sucessionais interferiram na distribuicdo dos sistemas sexuais. Houve
associagdo das ervas ao hermafroditismo, das trepadeiras a monoicia e das arvoretas a
dioicia. A andromonoicia e a ginomonoicia foram restritas as ervas. Em relagdo aos
estadios, a andromonoicia foi restrita ao Pasto, a ginomonoicia a FEI, enquanto a

monoicia ndo foi observada na FEA e a dioicia predominou nesse estadio. Tais



diferencas parecem determinadas pela gama de habitos que compdem o sub-bosque de
cada estadio sucessional. A frequéncia ou a abundancia dos sistemas sexuais nos habitos
permitiu a mesma conclusao: a distribuicdo dos habitos est4 relacionada a distribuicao
dos sistemas sexuais. No entanto, para os estadios sucessionais a frequéncia e a
abundancia propiciaram conclusfes distintas. As abundancias dos sistemas sexuais
diferiram entre os estadios, enquanto as frequéncias foram semelhantes. As observacdes
morfolégicas e o teste quimico nas floresQeflava foram igualmente efetivos na
definicdo do periodo de receptividade estigmatica e de polinizacdo. Porém, a maior
frutificacdo no primeiro e segundo dias de antese mostrou que o melhor método para
definir a receptividade estigmatica, incluindo a sua magnitude, é a polinizacdo manual.
Dessa forma, para orquideas com flores longevas, sdo recomendadas polinizacdes
cruzadasin vivo para avaliar o grau maximo de receptividade estigmatica e o real
potencial reprodutivo das flore€. variegatus apresentou a morfologia funcional da
coluna distinta da de outras espécies de Spiranthoideae. Essas divergéncias incluem a
area estigmatica no interior da cavidade do clinandrio, caracteristica Unica, e a perda da
hercogamia, tornando a autogamia obrigatdsse mecanismo de autopolagioé

novo para as orquideas e pode favorecer o estabelecimento da populacéo estudada, onde
ndo h& polinizadores. Esses resultados demonstram que o sub-bosque apresenta
diversidade de estratégias reprodutivas, que garantem a sobrevivéncia das suas espécie

em ambientes com diferentes niveis de perturbacao.



ABSTRACT

FONSECA, Rubia Santos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2013
Reproductive strategies of understory plant species of Atlantic Forest different
successional stages Adviser: Milene Faria Vieira. Co-adviser

Leonor Patricia Cerdeira Morellato.

The reproductive traits of a plant community are influenced by its disturbance history.
Mata do Parais@s an Atlantic Forest fragment with 195 ha in the municipabity
Vicosa, Minas Gerais State, Southeastern Brazil. It comprises different environments
that have undergone varied uses corresponding to the following successional stages:
abandoned pasture (Pasture) and foredgtearly (FEI), intermediate (FEM) and
advanced (FEA) stages of regeneration. To understand the distribution of reproductive
strategies in this plant community, it is necessanatalye the species in relation to

their successional stages. The objectives of this study were: 1) to examine the
distribution of frequency (% of species) and abundance (% of individuals) of the sexual
system in the different growing habits aimdthe understory plant speciasthe four
successional stages, 2) to verify whether the flower ag€anymborkis flava, a
terrestrial orchid that grows in areas of advanced regeneration (FEA), affects pollination
efficiency; 3) to confirm the autogamy i@yclopogon variegatus Barb. Rodr., a
terrestrial orchid that grows in areas of intermediate regeneration (FEM), as well as to
describe the self-pollination mechanism and interpret the ecological consequences of
this reproductive strategy. For the first objective, 24 plots were distributed in different
successional stages for identification of plant species, their growing habits, the sexual
systems and the abundance of individuals per plant species. For the second objective,
flowers of C. flava were undergone to morphological evaluations (aspects of the
perianth and stigmatic area), chemical test (test for enzymatic activity with hydrogen
peroxide) and hand-pollination tests. For the third objective, flowefS wériegatus

were analyzed using light microscopy (anatomical sections) and fluorescence; besides,
we made tests of pollination and the viability of seed, observations of pollinators and
pollinaria removal. We find five sexual systems: hermaphroditism (in 80.5% of the
species), dioecy (12.4%), monoecy (5.3%), andromonoecy (0.88%) and gynomonoecy
(0.88%). The growing habits and the successional stages interfered in the distribution of
sexual systems. We observed association of herbs with hermaphroditism, of vines with
monoecy and treelets with dioecy. Andromonoecy and gynomonoecy were restricted to
herbs. Regarding to stages, andromonoecy was restricted to Pasture, gynomonoecy to

FEI; no monoecy was observed in FEA and dioecy prevailed at this stage. Such
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differences seem determined by the range of habits in each successional stage. The
frequency or abundance of sexual systems related with growing habits allowed the same
conclusion: habits distribution is related to distribution of sexual systems. However, to
successional stages the frequency or abundance resulted in different conclusions. The
abundances of sexual systems differed between stages, while the frequencies were
similar. Morphological observations and chemical tes€.iflava flowers, were equally
effective in defining the period of stigmatic receptivity as well as pollination. However,
the greater fruit settting on the first and second day of anthesis showed that the best
method to define the stigma receptivity, including its magnitude, was hand-pollination.
We conclude that, for orchid species with long-lasting flowers, cross-pollinatiowo

iIs recommended to evaluate the maximum degree of stigmatic receptivity and the real
reproductive potential of the flowers. The functional morphology ofCheariegatus

column is distinct of the column of the other Spiranthoideae species. These differences
include the stigmatic area in the clinandrium cavity, unique feature, and the loss of
herkogamy, promoting obligatory autogamy. This self-pollination mechanism is new to
orchids and seems to have favored the establishment of the population in the study area,
where pollinators are absent. All these results demonstrated that the understory plant
species of Atlantic forest present a variety of reproductive strategies, which ensure thei

survival in environments with different levels of disturbance.
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INTRODUCAO GERAL

Informacdes sobre as estratégias reprodutivas de espécies de comunidades
vegetais sdo indispensaveis para sua conservacdo e manejo (Kearns & Inouye 1997;
Machado & Lopes 2004). No entanto, pouco se sabe sobre essas estratégias em florestas
tropicais, devido a dificuldade em se analisar todos os seus componentes, por se tratar
de comunidades megadiversas (Johnson & Steiner 2000; Ramirez 2004). Nessas
florestas, o sub-bosque, estrato da vegetacdo representado por plantas adultas
(reprodutivamente ativas) com até cinco metros de altura (Kress & Beach 1994), se
destaca dos demais estratos pelo elevado niumero de espécies vegetais com diferentes
caracteristicas florais e habitos (Ramirez 1989; Bawa 1990; Kress & Beach 1994). No
sub-bosque, as diferentes condi¢cdes microcliméticas influenciam diretamente as
estratégias reprodutivas das plantas (Kato 1996), promovendo grande diversidade de
mecanismos reprodutivos (Kress & Beach 1994).

Dentre as florestas tropicais esta a Floresta Atlantica, um dos biomsas mai
ameacados do mundo (Myees al. 2000). Atualmente esse bioma esta totalmente
fragmentado, restando apenas um pequeno percentual de sua cobertura original. Esses
fragmentos apresentam diferentes tamanhos e estadios sucessionais @Ribkiro
2009). Cada estadio sucessional é representado por uma flora especifica em resposta a
intensidade de um disturbio e, ou ao tempo que esse distirbio ocorreu (Horn 1974).
Considerando que as caracteristicas reprodutivas das espécies que compdem uma
comunidade sao influenciadas pelo seu histérico de perturbacdo @jler1980;
Ibarra-Manriquez & Oyama 1992; Chazdeh al. 2003), a analise das estratégias
reprodutivas das espécies de Floresta Atlantica deve ser relacionada ao estadio
sucessional em que cada espécie habita.

A Zona da Mata de Minas Gerais, inserida no dominio dos mares de morros
(Ab’Saber 2003), ¢ predominantemente coberta por florestas semideciduas, uma
formagcdo da Floresta Atlantica tolerante a sazonalidade climatica (Oliveira-Filho &
Fontes 2000). Nessa regido esta o municipio de Vigosa, caracterizado pela topografia
montanhosa, que favorece a formagao de ambientes diferenciados e, consequentemente,
a manutencdo de elevada diversidade, pois em pequenas areas ha diferencas na
composicao floristica influenciadas pelo gradiente topografico (topo, encosta e baixada;
Martinset al. 2003; Ferreira-Juniaat al. 2007).

Dentre os remanescentes florestais de Vigcosa, destaca-se a Mata do Paraiso, por
ser o maior fragmento, com 195 ha. Devido ao relevo e as perturbacdes no passado, a

Mata do Paraiso é composta por um mosaico de habitats e estadios sucessionais, que
1



incluem pastos abandonados, florestas em diferentes estadios sucessionais, além de
pequenas areas de brejo (Silva-Jumoal. 2004). Nesse fragmento, ha registros de
espécies vegetais endémicas (VieiraGabalos2003) e de espécies de borboletas
exigentes em condi¢cfes ambientais e indicadoras de ambientes preservadeisg{Cruz
2012).

Estudos preliminares da flora do sub-bosque da Mata do Paraiso demonstraram
elevada riqueza; foram inventariadas cerca de 500 espécies ndo-arbOreas nesse
remanescente (Vieira & Fonseca 2011). Os estudos em biologia reprodutiva realizados
nesse fragmento, englobando 10% das espécies, demonstraram grande variedade de
sistemas reprodutivos e sexuais, além de estratégias reprodutivas inéditas (p. ex. Pereira
et al. 2006; Vieiraet al. 2007; Bessat al. 2010; Duarte-Silvat al. 2010; Vieiraet al.

2012; Fonsecet al. 2013).

Nesse contexto, objetivou-se descrever e analisar as estratégias reprodutivas de
espécies do sub-bosque da Mata do Paraiso em diferentes estadios sucessionais. Foramn
objetivos especificos: 1) analisar a distribuicdo da frequéncia (% de espécies) e d
abundancia (% de individuos) dos sistemas sexuais nos habitos e em quatro estadios
sucessionais; 2) verificar se a eficiéncia da polinizacdo é afetada pela idade da flor em
Corymborkis flava (Sw.) Kuntze, orquidea com flores longevas encontrada em floresta
em estadio avancado de regenerag@o;confirmar a autogamia erfyclopogon
variegatus Barb. Rodr., orquidea encontrada em floresta em estddio médio de
regeneracdo, descrever 0 seu mecanismo de autopolinizacdo e interpretar as
consequéncias ecoldgicas dessa estratégia reprodutiva. Cada objetivo pertence a um dos

capitulos desta tese.
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Capitulo 1

Sistemas sexuais do sub-bosque de Floresta Atlantica: distribuicdo nos habitos de
crescimento e estadios sucessionais

Resumo
Objetivou-se avaliar se o habito de crescimento e o estadio sucessional estdo
relacionados a distribuicdo da frequéncia (% de espécies) e da abundancia (% de
individuos) dos sistemas sexuais em sub-bosque de floresta semidecidua (formacao do
dominio da Floresta Atlantica) em Vicosa, Minas Gerais, sudeste brasileiro. Para tanto,
24 parcelas de 1007foram distribuidas igualmente entre quatro estadios sucessionais e
avaliadas quinzenalmente de abril de 2011 a marco de 2012; todas as parcelas foram
avaliadas em um mesmo dia. Os estadios foram: pasto abandonado (Pasto) e florestas
em estadio inicial (FEI), médio (FEM) e avancado (FEA) de regeneracdo. Foram
identificadas, em cada parcela, as espécies que se reproduziram com até 5 m de altura e
anotados os seus habitos, sistemas sexuais e abundéancia de individuos. Esses dados
foram submetidos ao teste G, a andlises de variancia e a Analise de Componente
principal (PCA). Na éarea de estudo foram encontrados cinco sistemas sexuais:
hermafroditismo (em 80,5% das espécies), dioicia (12,4%), monoicia (5,3%),
andromonoicia (0,88%) e ginomonoicia (0,88%). O habito influenciou na distribuicdo
dos sistemas sexuais. As ervas relacionaram-se ao hermafroditismo, as trepadeiras a
monoicia e as arvoretas a dioicia. A andromonoicia e a ginomonoicia foram restritas as
ervas. A distribuicdo dos sistemas sexuais também foi distinta entre os estadios
sucessionais. A andromonoicia foi restrita ao Pasto, a ginomonoicia a FEI, enquanto a
monoicia ndo foi observada na FEA e a dioicia predominou nesse estadio. Tais
diferencas parecem determinadas pela gama de habitos que compdem o sub-bosque de
cada estadio. A frequéncia ou a abundancia dos sistemas sexuais nos habitos permitiu a
mesma conclusao: a distribuicdo dos habitos esta relacionada a distribuicdo dos sistemas
sexuais. No entanto, para os estadios sucessionais a frequéncia e a abundancia
propiciaram conclusfes distintas. As abundancias dos sistemas sexuais diferiram entre
os estadios, enquanto as frequéncias foram semelhantes. Esses resultados canfirmam
existéncia de padrdes na distribuicdo dos sistemas sexuais nos habitos e nos estadios

sucessionais em sub-bosque de Floresta Atlantica.

Palavras-chave:dioicia, floresta semidecidua, hermafroditismo, monoicia



1.1. Introducéo

Os sistemas sexuais em angiospermas sao diversos (Yampolsky & Yampolsky
1922). Desde os tempos de Darwin tem sido constante o interesse em se compreender 0s
complexos processos da reproducédo sexuada desse grupo de plantas (Sakai & Weller
1999). As estratégias reprodutivas, incluindo o sexo das flores, determinam o sucesso
reprodutivo na comunidade (Opler al. 1980; Bawa & Beach 1981). Esse sucesso
regula a capacidade de colonizagcdo das plantas, no ambiente em que estdo aptas a
ocupar (Baker 1955; 1967).

Em comunidades tropicais, a distribuicdo dos sistemas sexuais das plantas nao é
aleatoria. Estudos demonstraram que a ocorréncia e frequéncia dos sistemas sexuais
modificam-se entre os tipos de vegetacdo (Ramirez 1993; Matallaaia 2005), o
estrato florestal (Kress & Beach 1994), o habito de crescimento (Bawa & Opler 1975;
Bullock 1985; Ramirez 1993; Matallaehal. 2005) e os estadios sucessionais (Cgiler
al. 1980; Ibarra-Manriquez & Oyama 1992; Chazedbal. 2003).

Kress & Beach (1994) observaram, em florestas na Costa Rica, que a monoicia é
mais frequente no sub-bosque, que no dossel e a dioicia € rara no sub-bosque e comum
nos estratos superiores. Matallahal. (2005) encontraram, em uma area de restinga no
Brasil, a dioicia concentrada em ambientes florestais e ausente em formacdes abertas
Em relacdo aos habitos, foi registrada maior frequéncia da dioicia em espécies arboreas
e do hermafroditismo em herbaceas, em diferentes comunidades (Cetnmabn#i991,

Oliveira 1996; Matallanat al. 2005). Segundo Chazdaa al. (2003), em florestas

umidas da Costa Rica sujeitas a diferentes historicos de perturbacéo, a frequéncia dos
sistemas sexuais ndo variou em espécies arbéreas. Mas, quando esses autores avaliaran
a abundancia relativa dos sistemas sexuais, calculada pelo niamero total de individuos
das espécies agrupados por sistema, foi possivel observar variacdes; houve diminuicao
da abundancia do hermafroditismo e aumento da monoicia e da dioica em funcdo do
avanco sucessional.

A caréncia de informacfBes sobre as estratégias reprodutivas em florestas
tropicais € devida a dificuldade de se analisar todos 0os componentes em comunidades
megadiversas (Johnson & Steiner 2000; Ramirez 2004). Nessas florestas, o sub-bosque,
comparado ao dossel, se destaca pelo elevado numero de espécies vegetais com
diferentes caracteristicas florais e habitos (Ramirez 1989; Bawa 1990; Kress & Beach
1994). No sub-bosque, as diferentes condi¢cdes microclimaticas influenciam diretamente
as estratégias reprodutivas das plantas (Kato 1996), promovendo a ocorréncia de grande

diversidade de estratégias, o que distingue esse estrato do dossel.



No Brasil, um pais que se destaca pela elevada biodiversidade, a distribuicdo dos
sistemas sexuais foi analisada em poucas comunidades vegetacionais, pertencentes aos
dominios do Cerrado (Oliveira 1996; Oliveira & Gibbs 2000), da Caatinga (Maehado
al. 2006) e da Floresta Atlantica, neste caso, campo de altitude (Freitas & Sazima 2006)
e comunidades costeiras (restinga, Ormahdal. 1991; Matallanaet al. 2005).
Inexistem estudos sobre a distribuicdo dos sistemas sexuais nas formagoes florestais
interioranas da Floresta Atlantica. Dentre estas formacdes, estdo as florestas
semideciduas (Floresta Estacional Semidecidaadu IBGE 2012), compostas por
espécies tolerantes a um periodo seco (Oliveira-Filho & Fontes 2000; OliveiratFilho
al. 2006 Ivanauskas & Assis 20)2

Atualmente, o dominio Atlantico esta totalmente fragmentado, restando apenas
um pequeno percentual de sua cobertura original. Esses fragmentos apresentam
diferentes tamanhos e estadios sucessionais (Rileeira. 2009). Cada estadio
sucessional é representado por uma flora especifica em resposta a intensidade de um
distarbio e, ou ao tempo que esse distarbio ocorreu (Horn 1974). Considerando que as
caracteristicas reprodutivas das espécies que compdem uma comunidade s&o
influenciadas pelo seu histérico de perturbacéo (Ggplar. 1980; Ibarra-Manriquez &

Oyama 1992; Chazdost al. 2003), a compreensdo da distribuicdo das estratégias
reprodutivas, na atual Floresta Atlantica, deve ser fundamentada em analises que
envolvem diferentes estadios sucessionais.

Diante do exposto, objetivou-se descrever e analisar a distribuicdo dos sistemas
sexuais nos habitos de crescimento em quatro estadios sucessionais em sub-bosque de
floresta semidecidua no sudeste do Brasil. Ainda, buscou-se responder as seguintes
guestdes:

I- O tipo de habito de crescimento interfere na distribuicdo dos sistemas sexuais?

II- O estadio sucessional interfere na distribuicdo dos sistemas sexuais?

1.2. Material e Métodos
1.2.1. Area de estudo

Esse estudo foi realizado em um remanescente de Floresta Atlantica com area de
195 ha e altitude média de 690 m (Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacao
Ambiental Mata do Paraiso, 26°07”’S e¢ 42°55’°31”W), situado no municipio de
Vigcosa, Minas Gerais, sudeste brasileiro. O clima da regido de Vigosasddsb
Kdppen, é caracterizado por duas estacfes climaticas bem definidas: a estacéo fria e

seca, de abril a setembro, e a estacdo quente e Umida, de outubro a #arco
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temperatura e precipitacdo média de 1961-1990 foram de 19,4°C e 1221 mm
(DNMET).

O remanescente florestal estudado possui trechos com diferentes histéricos de
perturbacéo antropica (Silva-Junior 2004), que pasto abandonado (Pasto) e florestas
em estadio inicial (FEI), médio (FEM) e avancado (FEA) de regeneracdo (F@. 1).
Pasto € composto pelo estrato herbiceo, dominado por individuddeldas
minutiffora P. Beauv. (capim-gordura), que estdo entremeados por herbaceas das
familias Asteraceae e Rubiaceae. As arvores ou arvoretas sao raras nesse ambiente. Na
FEI, ha dois estratos definidos, o herbaceo-arbustivo e o dossel, que € baixo (cerca de 7
m) e descontinuo. Na FEM, ha estratificacdo vertical e o dossel é continuo, com cerca
de 10 m de altura. Na FEA, hé& diferentes estratos florestais e o dossel, denso e continuo,
permite uma menor penetracdo de luz em relacdo aos demais estadios; o dossel nesse
estadio possui altura média de 15-20 m. As classificacdes sucessionais foram baseadas
em estrutura e composicao floristica do estrato arbéreo, assim como em fotografias
aéreas das décadas de 1960 e 1970, que possibilitaram identificar as areas alteradas pele
acdo antrdpica (Silva-Juniet al. 2004; Pintoet al. 2007; S.V. Martins comunicacao

pessoal; observacao pes3oal

/
i S
re

Figura 1: Estadios sucessionais da Mata do Paraiso, Vigcosa, Minas Gerais. A: pasto
abandonado; B: floresta em estadio inicial; C: floresta em estddio médio; D: floresta em
estadio avancado de regeneracao.



1.2.2. Obtencéo dos dados

Foram instaladas seis parcelas de 16@5® x 2 m) em cada estadio sucessional
(Pasto, FEI, FEM e FEA), totalizando 24 unidades amostrais. Cada parcela foi avaliada
quinzenalmente, de abril de 2011 a marco de 2012; todas as parcelas foram avaliadas
em um mesmo dia. Foram amostrados e marcados todos os individuos que se
reproduziram (flores e frutos) com até 5 m de altura. Esses individuos foram
considerados componentes efetivos (reprodutivamente ativos) do sub-bsstgue (
Kress & Beach 1994). Cada espécie foi classificada quanto ao habito de crescimento
em erva (incluindo epifitas), trepadeira (incluindo herbaceas e lenhosas), arbusto e
arvoreta (Vidal & Vidal 2003; Gongalves & Lorenzi 2007). A sexualidade foi
determinada ap0s a analise de flores de diferentes individuos, frescas ou estocadas em
etanol 70%. Adicionalmente, foram analisadas flores de exsicatas do Herbario VIC. As
flores foram classificadas em perfeitas, estaminadas e pistiladas. O sistema sexual das
espécies foi classificado de acordo com a terminologia de Sakai & Weller (1999) em:
hermafroditismo, dioicia, androdioicia, ginodioicia, monoicia, andromonoicia e
ginomonoicia.

Em cada parcela, foi obtida a frequéncia dos sistemas sexuais das gspécies
calculada pela porcentagem de espécies por sistema sexual, e a sua abundancia,
calculada pela porcentagem de individuos das espécies agrupados por sistema sexual.
Os nomes das espécies e das familias foram definidos de acordo com a Lista de
Espécies da Flora do Brasil (2013). Os espécimes foram depositados no acervo do
Herbério VIC.

1.2.3. Andlises dos dados

Pergunta | — Para verificar se a distribuicdo dos sistemas sexuais variou com 0s habitos
de crescimento foi efetuado o teste-G, utilizando os nimeros (recomendado em Gotelli
& Ellison 2011) de espécies e de individuos com cada sistema sexual (variavel reposta)
para cada habito (variavel preditora). Esse teste foi realizado no software Bioestat
(Ayreset al. 2007). Complementar ao teste-G e para verificar quais sistemas sexuais se
distribuiram distintamente entre os habitos, foram quantificadas as frequéncias dos
sistemas nas espécies e a sua abundancia por habito e por parcela, sem considerar o
estadio sucessional. As espécies e individuos de cada parcela foram considerados
unidades amostrais e foi obtida a variancia dos dados. Esses dados foram sujeitos a
verificacdo dos pressupostos da estatistica paramétrica atraves dos testes de

homogeneidade de Levene e de normalidade de ShajlkoApds a verificacdo dos
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pressupostos, adotou-se o teste KruSKallis, seguido dgost hoc de ManaWhitney
com correcdo de Bonferroni. Essas andlises foram efetuadas no software Past versdo
2.15 (Hammeet al. 2001).

Para verificar as relagcdes entre o0s sistemas sexuais e 0s habitos foram
confeccionadas matrizes; nelas as colunas corresponderam aos habitos e as linhas aos
sistemas sexuais, frequéncia ou abundancia. Esses dados foram submetidos a Andlise
de Componentes Principais (PCA), por meio do software PC-Ord versdo 6.0 (McCune
& Mefford 2011).

Pergunta Il — Para verificar se a distribuicdo dos sistemas sexuais diferiu entre os
estadios sucessionais, foi efetuado o teste-G, utilizando os nimeros de espécies e de
individuos representantes de cada sistema sexual em cada estadio sucessional. Para
verificar quais sistemas sexuais se distribuiram distintamente entre os estadios foram
guantificadas a frequéncia e a abundancia dos sistemas sexuais em todas as parcelas. As
parcelas, devidamente separadas entre os estadios, foram utilizadas como unidades
amostrais. Quando atendidos os pressupostos da estatistica paramétrica, foi realizada a
ANOVA e quando esta foi significativgp<0,050), foi realizado o test@ost hoc de

Tukey. Quando ndo atendidos os pressupostos, os dados foram submetidos ao teste
KruskalWallis e quando este foi significatip<0,050), foi realizado o testpost hoc

de ManaWhitney com corregao de Bonferroni.

Para verificar as relacdes entre 0s sistemas sexuais e 0s estadios sucessionais, foi
realizada a PCA. Nas matrizes, as colunas corresponderam aos estadios sucessionais e

as linhas aos sistemas sexuais, frequéncia ou abundancia.

1.3. Resultados

Foram avaliados 906 individuos pertencentes a 113 espécies e 35 familias e
encontrados cinco sistemas sexuais: hermafroditismo (em 80,5% das espécies), dioicia
(12,4%), monoicia (5,3%), andromonoicia (0,88%) e ginomonoicia (0,88%). Sete
familias somaram 60% das espécies: Asteraceae (15 espécies), Rubiaceae (15),
Piperaceae (9), Malvaceae (7), Solanaceae (7) e Melastomataceae (6). A maior riqgueza
de espécies foi observada no Pasto (58), seguido da FEA (32), FEI (25) e FEM (22).
Houve espécies em comum nos estadios: Pasto e FEI e Pasto e FEM, FEI e FEM e FEM
e FEA. Nao houve espécies em comum entre FEA e Pasto e FEA e FEI.

Foram registradas espécies restritas a apenas um estadio. O Pasto apresentou o
maior nimero de espécies restritas (47), seguido da FEA (25), FEI (12) e FEM (8). Das

espécies restritas ao pasto, 40% pertenceram as familias Asteraceae e Fabaceae,
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enquanto 40% das espécies restritas a FEA pertenceram a Piperaceae e Rubiaceae. As
espécies restritas as FEI e FEM se distribuiram em diversas familias.

A gama de habitos de crescimento diferiu nos estadios sucessionais (Fig. 2), com
predominancia de espécies herbaceas no Pasto e de arbustos e arvoretas nos ambiente:
florestais (Fig. 2). Houve a tendéncia de diminuicdo das ervas e trepadeiras e aumento

dos arbgtos e arvoretas com o avanco da sucesséo (Fig. 2
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60% - O Arvoreta
@ Arbusto

40% - B Trepadeira
OErva

20% -
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FEI FEM FEA

Pasto

100% -
B
80% -
60% - OArvoreta
@ Arbusto
40% - B Trepadeira
OErva
20% -
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Pasto FEI
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Figura 2: Distribuicdo dos habitos de crescimento nos estadios sucessionais (Pasto e
florestas em estadio inicial (FEI), médio (FEM) e avancado (FEA) de regeneracao) em
sub-bosque de Floresta Atlantica no sudeste do Brasil. A: frequéncia dos habitos nas
espécies. B: abundancia dos habitos nos individuos.
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1.3.1. Distribuicdo dos sistemas sexuais nos habitos de crescimento

As ervas, excetuando-se a monoicia, apresentaram todos os sistemas &exuais;
andromonoicia e a ginomonoicia foram restritas a esse habito (Fig. 3). As plantas com
0s outros habitos apresentaram apenas dois ou trés sistemas. O hermafroditismo
predominou em todos os habitos, exceto entre os individuos das trepadeiras, que
predominou a monoicia. Houve elevada frequéncia e abundancia da dioicia nas

arvoretas. A monoicia néo foi observada entre os arbustos JFig. 3
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Figura 3: Distribuicdo dos sistemas sexuais nos habitos em sub-bosque de Floresta
Atlantica no sudeste do Brasil. A: frequéncia dos sistemas sexuais; B: abundancia dos
sistemas sexuais. AM: andromonoicia; D: dioicia; GM: ginomonoicia; H:
hermafroditismo; M: monoicia.

A distribuicdo dos sistemas sexuais foi distinta entre os habitos, considerando a
sua frequéncia ou abundancia (G=33,86, gl=12, p=0,005; G=222,86, gl= 12, p=0,000,
respectivamente). A frequéncia e a abundancia do hermafroditismo, dioicia, monoicia e

12



andromonoicia foram distintas entre os habitos (frequéncia: H=35,54, gl=3, p=0,000;
H=15,37, gl=3, p=0,000; H=32,13, gl=3, p=0,000; H= 8,523, gl=3, p=0,036,
respectivamente; abundancia: H=32,64, gl=3, p=0,000; H=14,61, gl=3, p=0,002;
H=32,32; gl=3, p=0,000; H=8,52, ¢gl=3, p=0,036, respectivamente; Tabela 1). A
ginomonoicia nao foi estatisticamente difereatire os habitos (frequéncia: H=2,77,
p=0,428; abundancia: H=2,77, p=0,428).

Tabela 1 Frequéncias e abundancias médias* dos sistemas sexuais nos habitos em sub-
bosque de Floresta Atlantica no sudeste do Brasil. AM: andromonoicia; D: dioicia; GM:
ginomonoicia; H: hermafroditismo; M: monoicia.

Frequéncia dos sistemas sexuais (%)**

Habito Espécies (n°) H D M AM GM
Erva 32 95,60a 00,65a 00,00a 01,48a 01,48a
Trepadeira 18 52,95b 15,64b 31,41b 00,00a 00,00a
Arbusto 41 98,15a 01,85a 00,00a 00,00a 00,00a
Arvoreta 22 66,32b 19,31b 14,38b 00,00a 00,00a

Abundéancia dos sistemas sexuais (%)**

Habito Individuos (n°) H D M AM GM
Erva 183 96,71a 00,18a 00,00a 01,6a 01,52a
Trepadeira 54 50,32b 14,53b  35,15b 00,00a 00,00a
Arbusto 339 98,07a 01,93a 00,00a 00,00a 00,00a
Arvoreta 330 71,37a 17,37b 11,26b 00,00a 00,00a

*Valores médios obtidos nas parcelf§Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna, para a
frequéncia ou abundéncia, nédo diferiram significativamente nopastieoc (p>0,050).

A PCA de frequéncia e de abundancia dos sistemas sexuais em relagdo aos
hébitos mostrou tendéncias semelhantes, isto €, a monoicia se relacionou as trepadeiras,
a dioicia as arvoretas e o hermafroditismo aos arbustos (Fig. 4). A relacdo da
andromonoicia e da ginomonoicia foi devida a restricdo desses sistemas sexuais ao
habito herbaceo (Fig. 4; Tabela 1).

Na PCA que relacionou a frequéncia de cada sistema sexual com o habito o
primeiro eixo apresentou autovalor de 2,33 e explicou 58% da variacdo. Esse eixo foi
determinado principalmente pelas ervas e arvoretas. No segundo eixo a autovalor foi de
1,26 e a explicacédo de 32%. Esse eixo foi determinado pelas trepadeiras e pelos arbustos
(Fig. 4A). Similarmente, a PCA de abundancia apresentou autovalores de 2,58 e 1,27
para o primeiro e segundo eixos, explicando, respectivamente, 64,6 e 31,7% da variacao
(Fig. 4B). O primeiro e o segundo eixos foram definidos pelas mesmas variaveis da

PCA para frequéncia dos sistemas sexuais. A explicagdo dos eixos foi considerada alta,
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uma vez que as variaveis utilizadas (cinco sistemas sexuais) sdo fixas e dificiimente

extrapoladas.
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Figura 4: Andlise de Componentes Principais (PCA) da relagdo entre os sistemas
sexuais e 0s habitos de crescimento. A: frequéncia dos sistemas sexuais; B: abundancia
dos sistemas sexuais.

1.3.2. Distribuicdo dos sistemas sexuais entre os estadios sucessionais

O Pasto apresentou todos os sistemas, exceto a ginomonoicia; na FEI n&o foi
registrada apenas a andromonoicia; na FEM foi observado o hermafroditismo, a dioicia
e a monoicia, enquanto na FEA ocorreu apenas o hermafroditismo e a dioicia (Fig. 5). O
hermafroditismo foi o0 sistema predominante em todos os estadios sucessionais. As
maiores frequéncia e abundancia da dioicia foram observadas naA-EAaior
frequéncia da monoicia foi observada na FRladundancia na FEM. A andromonoicia
e a ginomonoicia foram pouco representadas (Fig. 5) e restritas, respectivamente, ao
Pasto, devido a presenca 8aanum palinacanthum, e a FEI, devido a presenca de

Chaptalia nutans.
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Figura 5: Distribuicdo dos sistemas sexuais nos estadios sucessionais em sub-bosque de
Floresta Atlantica no sudeste do Brasil. A: frequéncia dos sistemas sexuais; B:
abundancia dos sistemas sexuais. AM: andromonoicia; D: dioicia; GM: ginomonoicia,
H: hermafroditismo; M: monoicia.

Os estadios sucessionais deferiram significativamente entre si apenas em relacdo
a abundancia dos sistemas sexuais (frequéncia: G=12,138, gl= 12, p=0,734; abundancia:
G=114,81, gl= 12, p=0,000). Quando avaliada a distribuicdo das abundancias de cada
sistema sexual entre os estadios, foi possivel observar distingdes para a dioicia,
monoicia e andromonoicia (H=13,77, gl=3, p=0,003; H=13,11, gl=3, p=0,004; H=9,80,
gl=3, p=0,020, respectivamente; Tabela 2). As abundancias do hermafroditismo e da
ginomonoicia foram semelhantes entre os estadios (H=4,89, gl=3, p=0,179; H=3, gl=3,

p=0,391, respectivamente; Tabela 2).
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Tabela 2: Frequéncias e abundancias médias* dos sistemas sexuais nos estadios
sucessionais em sub-bosque de Floresta Atlantica no sudeste do Brasil. AM:
andromonoicia; D: dioicia; GM: ginomonoicia; H: hermafroditismo; M: monoicia.

Estadio Frequéncia dos sistemas sexuais (%
Sucessional Espécies (n°) H D M AM GM
Pasto 58 82,40a 06,73a  08,41a 02,46a 00,00a
FEI 25 80,32a 02,38a  14,92a 00,00a 02,38a
FEM 22 86,16a 04,05a 09,80a 00,00a 00,00a
FEA 32 77,54a 22,46a  00,00a 00,00a 00,00a
Estadio Abundancia dos sistemas sexuais (%)**
Sucessional Individuos (n°) H D M AM GM
Pasto 331 83,96a 06,26a 07,21a 02,57a 00,00a
FEI 269 93,54a 00,74a  05,41a 00,00a 00,31a
FEM 128 83,82a 02,41a 13,77a 00,00a 00,00a
FEA 178 79,80a 20,20b  00,00b 00,00a 00,00a

*Valores médios obtidos nas parcel5§Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna, para a
frequéncia ou abundéncia, nao diferiram significativamente nopesteoc (p>0,050).

Ao analisar as frequéncias ou as abundancias dos sistemas sexuais em relacao
aos estadios sucessionais, foi observada relacdo da ginomonoicia a FEI, da
andromonoicia ao Pasto e da dioicia a FEA (Fig. 6). No entanto, quanto a frequéncia, o
hermafroditismo apresentou-se associado a FEM e a FEA e a monoicia ndo se
relacionou a nenhum estadio (Fig. 6A), enquanto para a abundancia o hermafroditismo

nao apresentou qualquer relacéo e a monoicia se relacionou a FEM (Fig. 6B).
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Figura 6: Analise de Componentes Principais (PCA) da relacdo entre sistemas sexuais
e estadios sucessionais. A: frequéncia dos sistemas sexuais; B: abundancia dos sistemas
sexuais.

A PCA que relacionou a frequéncia de espécies de cada sistema sexual com o
estadio apresentou autovalores de 2,08 e 1,56 para o primeiro e segundo eixos, 0s quais
explicam, respectivamente, 52% e 39% da variacdo dos dados (Fig. 6A). O primeiro
eixo foi determinado pncipalmente pela FEI e o segundo pelo pa&texplicacdo da

variacdo dos dados foi considerada alta pelos motivos ja explicados da PCA em relacao
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ao habito. Em relacdo a abundancia, a PCA apresentou autovalores de 1,80 e 1,25 para o
primeiro e segundo eixos, explicando respectivamente 45% e 31% da variagdo dos
dados (Fig. 6B). O primeiro eixo foi determinado pela FEI e pelo pasto e o segundo
eixo pela FEM e a FEA.

1.4. Discusséo

Os resultados demonstraram que o tipo de habito influencia a distribuicdo dos
sistemas sexuais, de modo semelhante ao observado em diferentes comunidades (Bawa
1980; Bullock 1985; Ramirez & Brito 1990; Ramirez 1993; Kress & Beach 1994,
Renner & Ricklefs 1995; Sakai 1995; Chazdabral. 2003; Vamosi & Vamosi 2004,
Matallana et al. 2005). No presente estudo, apenas as ervas apresentaram
andromonoicia e ginomonoicia, semelhante ao observado por Ramae£1993) no
estrato herbaceo de uma vegetacdo predominantemente arbustiva. O hermafroditismo
foi mais frequente e abundante nas ervas e arbustos em relagdo aos demais habitos,
resultados também obtidos em outros estudos (Orrsbatl 1991; Matallanaet al.

2005). A dioicia quase que restrita as arvoretas corrobora as afirmativas de Bawa (1980)
e Sakai (1995) sobre o predominio desse sistema em espécies lenhosas. De fato, a
dioicia € incomum entre as herbaceas na comunidade estudada e em outras (Bawa 1980;
Matallanaet al. 2005). A monoicia restrita as trepadeiras, por outro lado, difere do
observado em outros estudos. Neles, a madbi associada ao habito herbaceo
(Ramirez & Brito 1990; Ramirez 1993; Matalladgaal. 2005; Machadat al. 2006).

Nossos resultados, somados aos dos demais autores, confirmaram que o habito de
crescimento é um importante determinador do sistema sexual.

Além do hébito, os estadios sucessionais distintos, de acordo com os resultados,
também ocasionaram distribuicfes distintas dos sistemas sexuais. O hermafroditismo,
que predominou em todos os estadios sucessionais, é o sistema sexual mais frequente
das angiospermas (Yampolsky & Yampolsky 1922; Richards 1986) e o mais
comumente registrado nas comunidades vegetacionais (Ramirez 1993; Cétaaldon
2003; Freitas & Sazima 2006, Machadb al. 2006). Portanto, nossos resultado
seguiram essa tendéncia, somando-se o fato de que as familias mais ricas na area de
estudo possuem flores tipicamente hermafroditas.

A monoicia foi observada em cerca de 5% das espécies, semelhante ao
encontrado por Yampolsky & Yampolsky (1922). A distribuicdo desse sistema sexual
foi distinta entre os estadios e n&do ocorreu na FEA, contrariando os resultados de outros

autores, que afirmaram que a monoicia € comum em espécies de sub-bosque de florestas
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preservadas (Kress & Beach 1994; Chazetad. 2003).A predominancia da monoicia
nestes casos estad relacionada a presenca de espécies de Arecaceae, tipicamente
mondicas, no sub-bosque; tais espécies ndo foram observadas no sub-bosque no
presente estudo. A dioicia, registrada em 18,7% das espécies, ficou acima do esperado;
para Renner & Ricklefs (1995) esse sistema ocorre em 7-10% das angiospermas.
Entretanto, a porcentagem encontrada foi inferior & média das comunidades florestais
neotropicais (acima de 20%; Bawa & Opler 1975, Batval. 1985), onde uma maior
frequéncia de espécies dioicas € comumente observada (Bawa 1980; Sakai 1995). Vale
ressaltar que a maior parte dos estudos em comunidades florestais neotropicais incluiu
predominantemente espécies do dossel, nais fadamaior ocorréncia de dioicia em
relacéo ao sub-bosque.

A andromonoicia, rara entre as angiospermas (registrada em cerca de 1,7% das
espécies, Yampolsky & Yampolsky 1922), restrita ao Pasto, foi representada por uma
espécie $olanum palinacanthum) comum em areas abertas e alteradas (Coleman &
Coleman 1982) e pertencente a um género que possui outras espécies com essa
expressdo (Freitas & Sazima 2006; Machatlaal. 2006). Solanum possui flores
tipicamente hermafroditas (Anderson & Symon 1989) e a andromonoicia, que muitas
vezes esta relacionada a ambientes pobres em nutrientes, é considerada uma resposte
adaptativa que reduz os gastos da planta com a producdo de flores estaminadas, em
substituicdo as hermafroditas, que favorecem a polinizacdo cruzada, com o aumento da
disponibilidade de pélen (Coleman & Coleman 1982; Solomon 1986). A ginomonoicia,
também pouco frequente entre as angiospermas (cerca de 2,8%, Yampolsky &
Yampolsky 1922), ficou restrita & FEI por ser o Unico estadio onde ocorreu a asteracea
Chaptalia nutans. A ginomonoicia € mais comum em espécies de asteraceas (Bertin &
Kerwin 1998), mas por serem tipicas de éareas abertas (@&uak 2005) foram
raramente encontradas nas areas florestais (uma espécie hermafrodita na FEA e
nenhuma na FEM).

Dessa forma, na comunidade estudada, a andromonoicia e a ginomonoicia, como
sistemas raros, e o hermafroditismo, como comum em todos os estadios, ndo permitem
a diferenciacdo dos estadios. Por outro lado, a monoicia e a dioicia ocorreram na maior
parte dos estadios e em frequéncias e abundancias distintas, permitindo a diferenciacéo
dos estadios em funcao das suas distribuicoes.

A dioicia € um sistema sexual vantajoso, pois torna a polinizacdo cruzada
obrigatdria e garante uma maior variabilidade genética (Richards 1986). Entretanto, em

populacdes pequenas, as espeécies didicas sdo as mais afetadas, quando comparadas cot
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espécies com outros sistemas sexuais, devido ao potencial reprodutivo inferior das
didicas (cerca de 50% dos individuos possuem flores estaminadas), resultando em
menor numero de individuos efetivamente ativos na producdo de sementes @amosi

al. 2008). Por isso, a dioicia é mais frequente em fragmentos maiores (Meave &
Kellman 1994; Gillespie 1999) e em ambientes mais preservados @jaler1980;

Oliveira 1996; Chazdoret al. 2003; presente estudo). Segundo Ramirez (1993), a
auséncia de polinizadores e de dispersores também limita o nimero de espécies didicas
em uma area.

Apesar de ndo haver um censo comum sobre as pressdes que determinaram a
evolucdo da dioicia, esse sistema sexual é frequentemente relacionado a espécies com
ciclo de vida longo, habito lenhoso, obrigatoriedade de polinizacdo cruzada, polinizacéo
por insetos, dispersdo por animais e grandes sementes (Bawa & Opler 1975; Bawa
1980; Sakai 1995; Vamost al. 2008). Tais caracteristicas séo filogeneticamente
associadas e frequentes em espécies de estadios mais avancados de regeneracac
(Chazdoret al. 2003). Esse conjunto de atributos caracteriza as espécies k-estrategistas
(MacArthur & Wilson 1967), que toleram competicdo (Grime 1977) e aworre
comumente em ambientes estaveis e ricos em espécies, como as florestas em estadio
avancado de sucessdao. Tal estratégia parece valida para as espécies didicas do present
estudo, cujo hébito foi preferencialmente o lenhoso e o ambiente a FEA.

O processo de sucesséo, tal como ocorre na area de estudet(8in2007), é
governado por interacdes bibticas continuas, que permitem a colonizacdo de espécies
iniciais, tolerantes a determinados fatores fisicos, que alteram o ambiente, propiciando a
colonizacdo posterior de espécies caracteristicas de estadios sucessionais mais
avancados (Pickett & McDonnell 1989), tais como as didicas na FEA. Entretanto,
segundo Opleet al. (1980), os estadios sucessionais sao responsaveis apenas por parte
das pressOes adaptativas que guiam a evolucdo de determinadas combinacbes de
caracteristicas reprodutivas e que outros fatores, como o estrato vegetal e o habito de
crescimento apresentam importancia semelhante.

O Pasto se diferenciou dos demais estadios avaliados em fumg@ia dama
mais restrita de habitos, uma vez que € composto basicamente por espécies herbaceas €
arbustivas e, por isso, caracterizado como uma fisionomia campestre; os demais
estadios sao fisionomias florestais. Considerando que os habitos determinam a
frequéncia dos sistemas sexuais, 0 Pasto tenderia a se assemelhar a outras formagdes
campestres. Essa hipétese parece valida, pois Freitas & Sazima (2006) encontraram, em

um campo de altitude no Brasil, 82% de hermafroditismo, 9% de dioicia e 3,2% de
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monoicia, porcentagens semelhantes as observadas no Pasto, respectivamente, 81%,
10,4% e 7%. Ademaisas espécies didicas encontradas por Freitas & Sazima (2006)
pertencian as espécies dBaccharis, que, no presente estudo, representaram 50% das
espécies didicas e 60% dos individuos unissexuais do Pasto. Esses resultados indicam
gue a gama de habitos que uma dada comunidade pode determinar a distribuicdo dos
sistemas sexuais das suas espécies.

Todavia, assim como diversas caracteristicas ecoldgicas, o hbito e os sistemas
sexuais sao filogeneticamente relacionados (Chaedain 2003, Vamosket al. 2008)

Por isso, afinidades e tolerancias ambientais podem selecionar grupos taxonémicos com
atributos reprodutivos peculiares (Ramirez 1993; Freitas & Sazima 2006). Segundo
Chazdonet al. (2003), as comunidades florestais tropicais sédo filogenéticamente
determinadas, havendo inclusive proximidade taxond6mica entre as espécies de um
mesmo estrato florestal, isto €, sub-bosque ou dossel.

Apesar da influéncia filogenética na determinagdo dos sistemas sexuais em uma
comunidade, a mudanca na abundancia das espécies ao longo da sucessao altera @
distribuicdo dos sistemas sexuais (Ibarra-Manriquez & Oyama 1992; Chetzdbn
2003; presente estudo). No presente estudo, o uso da frequéncia e da abundancia dos
sistemas sexuais nos habitos permitiram conclusées semelhantes; ambos os métodos
demonstraram que os habitos interferiram na distribuicdo dos sistemas sexuais. Para os
estadios sucessionais esses diferentes métodos propiciaram conclusdes distintas, isto é,
0s estadios sucessionais nado interferiram na frequéncia dos sistemas sexuais, mas
determinaram a sua abundancia. Este resultado, somado ao encontrado por &€hazdon
al. (2003), comparando comunidades, demonstra que o uso da abundancia dos sistemas
sexuais € o método indicado para a comparacdo da distribuicdo desses atributos
reprodutivos entre diferentes ambientes, pois expressa a magnitude real das
caracteristicas reprodutivas e recursos em cada comunidade. A distin¢cdo nas conclusdes
baseadas na frequéncia ou abundancia dos sistemas sexuais, no presente estudo, foi
devido a dominancia de algumas espécies na comunidade, um reflexo da dindmica
vegetacional dos estadios que afeta diretamente as frequéncias dos sistemas sexuais. Um
exemplo € a variacdo na frequéncia e abundéancia do hermafroditismo na FEI; tal
alteracéo se deve a dominanciaPggchotria sessilis nesse ambiente.

Os resultados do presente estudo, somados aos da literatura, demonstram que ha
um padrdo na distribuicdo dos sistemas sexuais, que se apresentam associados
preferencialmente a determinados habitos e estadios; neste caso, o hermafroditismo as

ervas, e a dioicia as arvoretas e a estadios mais avangados de sucessdo. Esse é primeir
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estudo sobre os sistemas sexuais de uma comunidade de floresta semidecidua brasileira.
A observacgédo dos padrbes de distribuicdo dos sistemas sexuais € inédita para o sub-
bosque de Floresta Atlantica. A continuidade dos estudos sobre os sistemas sexuais em
diferentes comunidades pdtima analises comparativantre ambientes, fornecendo

assim inferéncias sobre os fatores que interferem na distribuicdo desses sstemas

diferentes formacgfes vegetais e regides geograficas.
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Is the pollination efficiency of the long-lived flowers of orchids affected by age?
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RESUMO

(A eficiéncia da polinizacdo em flores longevas de orquideas é afetada pela idade da
flor?). As flores longevas das orquideas aumentam as chances de polinizacdo e,
consequentemente, o sucesso reprodutivo. Entretanto, surge a questdo: a eficiéncia da
polinizacdo, expressada pela producao de frutos, varia com a idade da flor? Objetivou-
se verificar se a idade da flor @arymborkis flava afeta a eficiéncia da polinizagéo.
Foram testadas as hipéteses: 1) a frutificacdo em flores mais velhas € menor que em
flores jovens; 2) observac6es morfologicas (do perianto e da area estigmatica), teste de
receptividade estigmatica com solucdo de perdxido de hidrogénio e polinizacdes
manuais sado igualmente efetivos na definicdo do periodo de receptividade do estigma. A
receptividade estigmética das flores foi observada do primeiro ao quarto dia de antese.
A frutificac&o das flores mais velhas (terceiro e quarto dias) foi menor que a das jovens.
As observacfes morfolégicas, o teste de receptividade estigmatica e as polinizacdes
manuais foram igualmente efetivos na definicdo do periodo de receptividade do
estigma. Porém, para as orquideas com flores longevas sédo recomendadas polinizacdes
manuais para avaliar o grau maximo de receptividade estigméatica, além do periodo de
receptividade.

Palavras-chave: biologia floral, Corymborkis flava, frutificacdo, Orchidaceae,
receptividade estigméatica

ABSTRACT

(Is the pollination efficiency of the long-lived flowers of orchids affected by age?). The
long-lived flowers of orchids increase the chances of pollination and thus the
reproductive success. However, the following question arises: does the efficiency of
pollination, expressed by fruit set, vary with the flower age? The objective was to verify
whether the flower age o€orymborkis flava, affects pollination efficiency. The
following hypotheses were tested: 1) the fruiting of older is lower than that of younger

flowers; 2) morphological observations (perianth and stigmatic area), stigma receptivity
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test by using a solution of hydrogen peroxide and hand-pollination tests are equally
effective in defining the period of stigmatic receptivity. Flowers were found to be
receptive from the first to the fourth day of anthesis. Fruiting of older flowers (third and
fourth day) was lower than that of younger flowers. Morphological observations, the
stigma receptivity test and hand-pollinations were equally effective in defining the
period of stigmatic receptivity. However, for orchids species with long-lived flowers,
we would recommend hand-pollinations to evaluate the maximum degree of stigma
receptivity, beyond the period of receptivity.

Key words: Corymborkis flava, floral biology, fructification, Orchidaceae, stigma

receptivity

Pollination is essential for the conservation and evolution of plant species and
communities (Machado & Lopes 2004), ensuring the maintenance of the genetic
variability in natural populations. The success of pollination is mainly influenced by
three factors: the period of stigmatic receptivity, defined by the capacity of the stigma to
ensure pollen germination; the ability of pollen tube to grow within the style; and the
viability of ovules (Sanzol & Herrero 2001; Dafet al. 2005).These factors are
associated to floral anthesis (Schoen & Ashman 1995), which is the period between
flower opening and senescence, when pollinator visits occur (Primack 1985). This
period determines the flower longevity (van Doorn 1997) and, if longer than three days,
the flowers are considered long-livesbr{su Primack 1985). Orchidaceae is one of the
larger families among the angiosperms and this success is based on aspects of their
reproductive mechanisms, such as: diversity of floral resources, pollinators, herkogamy
and floral longevity (van der Pijl & Dodson 1966; Primack 1985; Dressler 1993).
Orchids have the longest-lived flowers, lasting up to nine months, e.g., the flowers of
Grammatophyllum multiflorum (van der Pijl & Dodson 1966). In these plants, greate
longevity is observed in non-pollinated flowers; pollination promotes rapid changes that
induce floral senescence (Proctor & Harder 1995; Maetial. 2003; Abdala-Roberts
et al. 2007). The long-lived orchid flowers have been interpreted as an adaptation to low
pollinator activity (Stpiczynska 2003), increasing the chances of pollination and thus the
reproductive success (van der Pijl & Dodson 1966; Madti@i. 2003). However, the
guestion arises: is the efficiency of pollination, expressed by fruit set, influenced by
flower age? Few studies on the breeding system of orchid species provide information
about the stigma receptivity during the flower lifespan. Stpiczynska (2003) examined

the stigma receptivity oPlatanthera chlorantha (Orchidaceae). This author found that
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the receptivity lasted, on average, 15 days and 89.68% of the hand-pollinated flowers
set fruit (83.33100%) between the"%and 14' day of anthesis. In this case, it was
concluded that pollination efficiency was not affected by the flower age. Most studies
using hand-pollination however, provide no information on the age of the flowers in the
tests (Stort & Galdino 1984; Calvo 1990; Galedtal. 1997; Singer & Sazima 1999;
Singer 2001, 2002; Singer & Sazima 2001; Borba & Braga 2003; Gale 2007; Peter &
Johnson 2009; Micheneaa al. 2010; Srimuanget al. 2010). In studies that cite the
flower age, hand-pollinations were performed on the first (Betlz. 1999; Pansarin

& Amaral 2006; Liet al. 2008; Pansarin & Amaral 2008, Aguigtral. 2011) or second

day of floral anthesis (Vieirat al. 2007). So far, nothing is known about the possible
differences between fruit set according to the pollinated flower age. Knowing the
optimum flower age for pollination (expressed by maximum degree of stigma
receptivity), and consequently the real reproductive potential of the species, would
enhance the efficiency of experimental pollination procedures. The purpose of this study
was to verify whether the pollination efficiency @brymborkis flava (Sw.) Kuntze, a
terrestrial orchid of the Atlantic Forest, is affected by the flower age. The following
hypotheses were tested: 1) the fruiting of older is lower than that of younger flowers, 2)
the observation of morphological changes (stigmatic area color and exudates presence
and aspect of the perianth), stigma receptivity test by using a solution of hydrogen
peroxide (for detected the presence of stigmatic peroxidases) and hand-pollination tests
are equally effective in defining the period of the stigmatic receptivity.

The study was conducted at the Estacdo de Pesquisa, Treinamento e Educacao
Ambiental Mata do Paraiso (EPTEAMP, 20°45'07"S, 42°55'31"W, 690 m asl), the
largest forest fragment (195 ha) of the municipality of Vicosa, State of Minas Gerais,
southeastern Brazil. Its vegetation is part of the Atlantic Forest and, according to the
classification of Velosat al. (1991), a seasonal semideciduous forest. In EPTEAMP,
Corymborkis flava grows in areas with vegetation in an advanced stage of regeneration
and occurs at a density of 600 plants/ha (personal observation). The flowering of this
orchid is annual (March-June) and the flowers are long-lived, lasting for 7-9 days
(Vieira et al. 2007). Its flowers are yellow, tubular, nectariferous and odorless (\éeira
al. 2007), with ornithophilous characteristics (Abreu & Vieira 2004). Its pollinarium
consists of viscidium, caudicles and two sectile pollinia (composed of sub-units known
as massulae)C. flava is self-compatible, but the occurrence of herkogamy prevents
spontaneous self-pollination (more detail in Viestaal. 2007). The period of stigma

receptivity was analyzed using non-pollinated flowers (n = 25) at different ages.
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Initially, these flowers were examined with a stereomicroscope for two aspects: perianth
(changes in iteappearance, including the color) and stigmatic area (color and presence
of exudate). Then the stigma receptivity, of the same flowers, was tested with hydrogen
peroxide at 6% (Dafniet al. 2005). Based on the results of the morphological
observations and the stigma receptivity test, flowers (n = 40) with different ages were
hand-pollinated (cross-pollinations) and the fruit sets were recorded. In these
pollinations, the whole pollinarium, removed from the flowers on the first day of
anthesis, was inserted into the stigmatic area of each flower, as suggested ley @&afni
(2005), between 11 am and 14 pm. The association between pollination success and
flower age was assessed by the Trend TRes0(the trend is increasing<o0, the trend

is decreasing). This analysis was conducted using BioEstat 5.0 @&ale2007).

The flowers have sepals with bright color (yellow) and a white and moist
stigmatic area, until the fourth day of anthesis. On the fifth day, the perianth and the
sigma become brownish, characterizing the beginning of flower senescence. The
hydrogen peroxide test showed intense bubbling on the stigma of flowers from the first
to the third day of anthesis. On the fourth day, there was little bubbling and on the fifth
day, few bubbles were observed. The reduction in bubbling, according to Dafni &
Maués (1998), indicates a reduction in enzyme activity and, consequently, lower
stigmatic receptivity. Based on these results, flowers from the first to the fourth day of
anthesis were used to carry out the cross-pollinations. The fruit set data were 90 and
100% on the first and second days and 60 and 50% on the third and fourth days,
respectively. It was observed that the flower age influences the success of pollination,
which decreases as the flower gets older (A = 8=6.8267, df = 1, p = 0.0090).
During the pollination tests, differences according to the flower age were observed in
the speed of pollinarium adhesion to the stigma. In the first two days, adhesion was fast,
decreasing on the third day and becoming weak on the fourth. Thus, the adherence of
the pollinia in the stigmatic area can also be regarded as an indicator of stigma
receptivity inCorymborkis flava. Morphological observations and the stigma receptivity
test were equally effective in defining the period of stigmatic receptivity as well as
hand-pollination. However, the higher fruit sets on the first and second day of anthesis
showed that the best method to define the stigma receptivity, including its magnitude,
was experimental pollination. Our results provided answers to one of the purposes of
studies involving stigma receptivity. Dafet al. (2005) commented that receptivity
should be investigated with the purpose of identifying the optimum flower age for

artificial pollination procedures. In orchid species, the statement that older long-lived
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flowers are related to lower stigma receptivity is not always true (see Stpiczynska
2003). In addition, according to Primack (1985), the long-lived flowers of many species
are not receptive throughout the entire flower lifespan, as seems to be the €ase of
flava. Flowers last 7-9 days (Vieig al. 2007) and their optimum age for pollinations
were on the first and second day of anthesis (this study). In conclusion, for orchids
species with long-lived flowersn vivo cross-pollination is recommended to evaluate
the maximum degree of stigmatic receptivity and the real reproductive potential of the
flowers (90 to 100% fruit set i&. flava), in addition to stigma receptivity tests and

analysis of morphological aspects.
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Capitulo 3

Cyclopogon variegatus (Spiranthoideae, Cranichideae): orquidea terrestre
neotropical com um novo mecanismo de autopolinizacéo

Resumo
As orquideas apresentam flores tipicamente hercogamicas, dependentes de
polinizadores e frutificacdes baixas; a autogamia € rara e tem sido associada a altas
frutificacdes. Em 2010Cyclopogon variegatus foi encontrada pela primeira vem
Minas Gerais, em fragmento de Floresta Atlantica na Zona da Mata desse Estado.
Observacbes preliminares demonstraram elevadas frutificacbes nessa populacéo.
Objetivou-se confirmar a autogamia efh variegatus, descrever o mecanismo de
autopolinizacdo e interpretar suas consequéncias ecoldgicas. Flores em diferentes
estadios foram analisadas por meio de microscopia de fluorescéncia e de luz (cortes
anatémicos). Foram conduzidos testes de polinizacdo e de viabilidade das sementes.
Ademais, foram realizadas observacdes de polinizadores e avaliada a remocéo de
polinario em flores senescentes. As areas estigmatic@s \Geiegatus, representadas
por dois conjuntos de papilas projetadas para o interior da cavidade de clinandrio (fac
dorsal do rostelo) é caracteristica nova em Spiranthoideae. Nas demais espécies dessa
subfamilia, o estigma é uma depressao na face ventral da coluna. As papilas do interior
da cavidade de clinandrio produzem mucilagem, em botdes em pré-antese, e séo
adjacentes a base das polinias, promovendo a germinacdo precoce dos grédos de poélen.
Os tubos polinicos crescem e atingem o tecido transmissor. Esse processo continua nas
flores em antese e caracteriza uma autopolinizacao obrigatéria. Os testes reprodutivos
reforcam a autogamia, pois variegatus nao é agamospérmica e produz porcentagens
elevadas de frutos e de sementes viaveis atravéstalaolinizacdo espontanea. Nao
houve atuacdo de polinizadores. O mecanismo de autopolinizac&o \@megatus é
inédito nas orquideas, diferindo do observado em outras espécies autbgamas. Essas
divergéncias incluem a interiorizacdo da regido estigmatica e autogamia precoce. Esse
novo mecanismo reprodutivo pode ter permitido o estabelecimento dessa espécie na
area de estudo, onde os polinizadores estdo ausentes, e pode estar favorecendo a sue

expansao territorial sobre um bioma totalmente fragmentado.

Palavras-chave:autogamia, Floresta Atlantica, micromorfologia, sucesso reprodutivo
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3.1. Introducéo

A autogamia tem sido considerada como um sistema reprodutivo raro em
Orchidaceae (Neiland & Wilcock 1998). Segundo van der Pijl & Dodson (1966), apenas
3% das orquideas sao autégamas e as demais sédo dependentes de polinizadores diverso:
para que ocorra a frutificacdo. Por outro lado, Catlling (1990) mencionou que em até
20% das orquideas ocorre a autopolinizacdo, mas essa estratégia € incomum em
espécies tropicais.

A autopolinizacdo nas orquideas ocorre em espécies com flores cleistbgamas
(autogamia obrigatdria) e em espécies com flores casmogamas (van der Pijl & Dodson
1966; Cattling 1990; Ackerman 1992). Nestas ultimas, a autogamia € resultante de
alteracdes morfolégicas nas flores, que promovem a reducédo da distancia entre estigma
e graos de pdlen devido: ao clinandrio raso associado a polinias frageis e quebradicas
(Catling 1987; Claessere al. 1998; Talalaj & Brzosko 2008); a producédo abundante
de secrecdo estigmatica, que alcanca os gréos de podlen na antera e promove a sua
germinacdo e o crescimento dos tubos polinicos (Bastati 2006; Kowalkowska &
Margonska 2012); ao rostelo rudimentar, ausente (Hagerup 1952; Pedersen & Ehlers
2000; Galeet al. 2007; Micheneatet al. 2008), ou modificado, que atua como area
estigmatica (Hagerup 1952; Catlling 1990).

A autopolinizacdo também se tornou possivel entre as orquideas devido a
movimentos das pecas florais, envolvendo processos mecanicos. Exemplificam esse
processos, a rotacdo do polinario em até 360° e a sua insercdo no estigma (Martens
1926 van der Pijl & Dodson 1969; Catling 1980; Gonzalez-Diaz & Ackerman 1988;

Liu et al. 2006; Aguiaret al. 2012; Chaturvedi 2012) e movimentos de curvatura da
coluna ou do labelo, que propiciam o contato das polinias com a area estigméatica
(Chaturvedi 2009Chaturvedi & Chaturvedi 20)1

Nas orquideas, excetuando-se as cleistbgamas, a autopolinizacdo raramente é
obrigatéria (Dressler 1981). Nas que possuem este mecanismo, as flores se
autopolinizam no final do periodo de antededyed self-pollination sensu Lloyd &
Schoen 1992), provavelmente devido a escassez de polinizadoregt @liu2006;
Wheelwright 2006). Como essas plantas tipicamente apresentam baixoosucess
reprodutivo (Neiland & Wilcock 1998Tremblayet al. 2005), a autogamia tem sido a
justificativa para as elevadas frutificacbes observadas, tal como relatado por Ackerman
(1992), Blanco (2002)e Pansarin & Pansarin (2010). Esses autores, entretanto,

inferiram a autogamia sem analisar o sistema reprodutivo das espécies envolvidas.
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Nas espécies da subfamilia Spiranthoideae e tribo CraniclsgeaeDressler
(1993), como, por exemplo, a do presente estGgdppogon variegatus Barb. Rodr.,
as flores sé@o consideradas pequenas a médias, ressupinadas, com antera dorsal, ereta
paralela a um amplo rostelo (Dressler 1981) e o estigma € uma depressédo, Unica ou
bilobada, na face ventral da coluna (Dressler 1®8ger & Sazima 1999). Essas
caracteristicas favorecem a polinizagdo cruzada e, portanto, a dependéncia por
polinizadores para que ocorra a frutificagdo (Calvo 1990; Singer & Sazima 1999; Singer
& Sazima 2000).

Cyclopogon variegatus € uma espécie terrestre (RBGK 2013) encontrada na
Argentina e no Brasil (Mobot 2013); neste ultimo caso, em formacBes de Floresta
Atlantica na regido Sul, Centro-oeste e Sudeste (Batrias2013). Na regido Sudeste,
ocorre nos estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro (Baalo2013). Em 2010, essa
espécie foi encontrada pela primeira vez no estado de Minas Gerais, atualmente a regido
limitrofe da sua distribuicdo no Sudeste brasileiro (obs. pess.). Essa populagéo ocorre
em fragmento de Floresta Atlantica no municipio de Vicosa, Zona da Mata de Minas
Gerais. Em observacdes preliminares, em Vigcosa, foram verificadas elevada frutificacéo
e auséncia de polinizadores nos individuos, fatores que indicam a autogamia. Nesse
contexto, foram objetivos confirmar a autogamia €nvariegatus, descrever o
mecanismo de autopolinizacdo e interpretar as consequéncias ecoldgicas dessa

estratégia reprodutiva

3.2. Material e métodos
3.2.1. Area de estudo e espécie

O estudo foi conduzido no periodo de 2010 a 2012, em um remanescente de
floresta semidecidua de 195 ha, a Estacdo de Pesquisa Treinamento e Educacao
Ambiental Mata do Paraiso (20°45'07"S e 42°55'31"W, 690m de alt.), no municipio de
Vicosa, Minas Gerais, sudeste do Brasil. Esse remanescente € composto por diferentes
estadios sucessionais: pasto e florestas em estadio inicial, médio e avancado de
regeneracéo (Silva-Junior 2004). E circundado por areas urbanas, pastos e pequenos
capOes de mata.

O clima de Vigosa, segundo a classificagdo de Koppen, é definido como Cwb,
mesotérmico com verdes quentes e Umidos e invernos frios e secos. As médias anuais
de pluviosidade, umidade relativa do ar e temperatura séo, respectivamente, de 1221,4

mm, 81% e 19,4°C; a média das temperaturas maximas é de 26,4°C e das minimas de
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14,8°C (DNMET 1992). A estacao seca se concentra entre os meses de abril a setembro,
e a estacdo chuvosa entre os meses de outubro a margo.

Cyclopogon variegatus possui folhas com limbo castanho-esverdeado repleto de
pontos rosa-palidos, que se encontram apoiadas sobre a serrapilheira, local onde habita,
dificultando a visualizacao dos individuos. Os individuos da populacédo estudada, cerca
de 40 adultos e diversos jovens, foram encontrados numa area de aproximadamente 4
ha, sob plantacdo d&nus sp. e em por¢des adjacentes de floresta em estadio médio de
regeneracao. O material testemunho foi depositado no Herbario VIC (N°:)33787

Nessa populacdo, a floracdo foi observada de agosto a setembro. Suas
inflorescéncias, com cerca de 23,75 cm (xB:® plantas) de altura, apresentaram 11,6
(£3,5 n=11) flores castanho-esverdeadas de labelo branco, dispostas em espiral. Essas
flores permaneceram em antese por 8 @ds n=8). Nessa ocasido, foram observadas
duas ou trés pequenas gotas de néctar préximas a base da coluna (teste positivo com fita
indicadora de acuUcas simplessensu Dafni et al. 2005). Apds esse periodo, o labelo
tornou-se amarelo-palido, caracterizando o inicio da senescéncia floral. Em seguida, o
perianto e a coluna muralan e iniciou-se a frutificacdo, observada pelo aumento de
volume do ovario. Foi possivel observar simultaneamente botdes, flores e frutos em

uma mesma inflorescéncia.

3.2.2. Morfologia funcional da coluna

Para a caracterizacdo morfofuncional da coluna, flores em diferentes estadios de
desenvolvimento (botbes jovens, em pré-anédtares em antese), apos a remocao do
perianto, foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,05M, pH 7,0, por
24 h. Algumas flores foram coradas com azul de anilina e observadas sob microscopia
de fluorescéncia para localizacdo de tubos polinicos (Martin 1959). Outras foram
desidratadas em séria etandlica e embebidas em historesina (metakiektay), foram
realizadas secc¢des transversais e longitudinais, com 5 um de espessura, utilizando-se o
micrétomo rotativo (RM 2155, Leica, Deerfield, lllinois, EUA). Os cortes foram
corados com azul de toluidina ’@ien et al. 1964) e montados em |lamina de vidro
com Permount.

Testes histoquimicos com corifosfina (Ueda & Yoshioka 1976), para verificar a
presenca de substancias pécticas, foram conduzidos em material previamente fixado
embebido em resina (metacrilato). Amostras controle foram conduzidas
simultaneamente de acordo com as especificacdes do teste e laminas sem qualquer

tratamento também foram montadas. Observagbes e registros de imagens foram
36



realizados com microscépio de luz (Modelo AX70TRF, Olympus Optical, Tokio,

Japéo) equipado com camera digital (U-photo system) e epifluorescéncia (HBO 50W).

3.2.3. Sistema reprodutivo e visitantes florais

Botdbes em pré-antese e flores, recém-coletados, foram dissecados s
estereomicroscoépio. Nos botdes (n=10), flores em antese (n=8) e senescentes (n=10),
verificou-se que, ao remover o polinario, as polinias se fragmentavam e uma porgéo
delas permanecia na cavidade do clinandrio. Diante desta constatacdo, foi estimada,
visualmente, a porcentagem de cada polinia que permaneceu nessas flores.

Os seguintes testes de polinizagdo foram conduzidos: polinizagdo aberta
(controle); autopolinizacdo espontanea, com o isolamento de plantas inteiras; e
agamospermia, com a eliminacdo de todas as pecas florais, exceto o ovario, em botdes
jovens.

Para a analise da viabilidade, sementes provenientes de frutos maduros de trés
individuos, oriundas dos testes de polinizacdo aberta (n=5156 sementes) e
autopolinizacédo espontanea (n=4435 sementes), foram pré-condicionadas em solucao de
sacarose 10% por 24 horas e, em seguida, imersas em tetrazolio 1% por 24 horas
(Hosomi et al. 2011). Foram consideradas viaveis sementes com embrido corado de
vermelho.

A presenca de visitantes florais foi verificada por meio de observa¢des em dias
ndo consecutivos das 08:00 as 17:00 horas, totalizando 30 horas. Adicionalmente, flores
senescentes (n=40) coletadas em diferentes periodos durante a floracdo, foram
observadas sob estereomicroscopio para verificar se houve remog¢éo do polinario, a fim

de confirmar a atuacdo de possiveis polinizadores.

3.2.4. Andlises estatisticas

A maior parte dos dados ndo apresentou distribuicdo normal. Em funcéo disso,
foi utilizada mediana e o desvio interquartilico para uma descricdo mais acurada dos
resultados (Gotelli & Ellinson 2011). Os testes estatisticos foram escolhidos de acordo
com a distribuicdo dos dados em relac&o a curva normal. As porcentagens das polineas
remanescentes nas flores em antese e senescente foram asydisaceio do teste de
Kruskall-Wallis. As frutificagcbes obtidas nos testes de polinizacdo aberta e espontanea
foram comparadas por meio do teste Qui-quadrado. As diferencas na viabilidade das
sementes foram analisadas por meio da Anova. As analises foram conduzidas n

software BioEstat 5.0 (Ayres al. 2007).
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3.3. Resultados
3.3.1. Morfologia da coluna e mecanismo de autopolinizacéo

A coluna possui face ventral plana, rostelo ereto com viscidio no apice de sua
face dorsal, antera com gréaos de pélen organizados em tétrades e cavidade do clinandrio
profunda (Fig. 1AB). Nao foi observada cavidade estigmatica na regido ventral da
coluna (Fig. 1A). Nessa regido ocorrem duas projecoes que cobrem as extremidades
laterais da base do rostelo (Figs. D§;-que na sua face ventral, no tergo inferior,
apresentou papilas dispostas nas extremidades laterais, formando duas faixas (Figs. 1C-
E). Também foram observadas papilas na base do rostelo, em sua fase dorsal,
organizadas em dois conjuntos opostos, que se projetam para o interior da cavidade do
clinandrioe (Figs. 1C-E). Estas papilas sao frouxamente organizadas (Fig. 1D); as do
interior do clinandrio estdo adjacentes a base das polinias (Fig. 1E). As papilas possuem
caracteristicas de células secretoras, tais cqaede celular delgada, nucleo bem
desenvolvido e citoplasma denso (Figs. 1D-E), e secretam mucilagem (confirmado
pelos testes histoquimicos). Na base do rostelo, em continuo as papilas, foi observado o
tecido transmissor (Figs. 1A, D). Este possui lume preenchido por mucilager, que
revestido por células com caracteristicas secretoras (Fig. 1F). O tecido transmissor
encontra-se imerso em parénquima de preenchimento (Figs. 1A, F).

Ao analisar as diferentes fases florais, foi observado que em botbes jovens a
antera apresentou parede integra e composta por duas camadas de células: a epiderme
externamente, com células justapostas e achatadas, e internamente o endotécio, com
células caracterizadas por faixas de parede espessadas (Figs. 1B, G-H). O tapete nao foi
observado, o que indica que ja foi consumido durante a microsporogénese. Cada polinia
apresentou, na por¢ao voltada para o rostelo, uma zona de fragilidade, onde a epiderme
nao foi observada e o endotécio inicia 0 processo de ruptura (Figs. 1H-1). Os testes
histoquimicos demonstraram que a producdo de mucilagem nas papilas (Figs. 1H-I) e
no tecido transmissor iniciou-se nos botdes jovens. Nessa fase, foram observados évulos
em comeco de desenvolvimento.

Nos botdes em pré-antese, a parede da antera encontra-se rompida e as tétrades
liberadas no interior da cavidade do clinandrio (Fig. 2A). Dessa forma, nessa fase
iniciado o contato entre as papilas do interior da cavidade do clinandrio, cobertas por
secrecdo mucilaginosa, e as tétrades (Figs. 2A-B). ApOs esse contato, ocorre a
germinacdo dos grdos de polen e o crescimento dos tubos polinicos, que penetram nos

espacos intercelulares das papilas (Fig. 2B). Esse processo continua nas flores em
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antese, quando muitos tubos polinicos sdo observados crescendo entre as papilas nos
conjuntos do interior da cavidade do clinandrio (Figs. 3C-D

ApGs penetrar nos conjuntos de papilas do interior da cavidade do clinandrio, os
tubos polinicos alcancaram o tecido transmissor. Poucos tubos polinicos foram
observados ao longo do tecido transmissor em botbes em pré-antese (Fig. 2E), se
comparadosisflores em antese (Fig. 2F). Os feixes de tubos polinicos provenientes de
cada conjunto de papilas do interior da cavidade do clinandrio cresceram nas
extremidades do tecido transmissor e mantiveram-se separados até alcancar o ovario
(Figs. 2E-F). Foram observados tubos polinicos penetrando no ovario nos botdes em

pré-antese e nas flores em antese.

3.3.2. Sistema reprodutivo e visitantes florais

Botbes em pré-antese, flores em antese e senescentes apresentaram uma porgao
das polinias que se fragmentou e permaneceu aderida as papilas do interior da cavidade
do clinAndrio ap6s a remocdo do polinario. Essa porcdo apresentou coloracao
translucida, diferindo do restante das polinias, com coloracao-palida (opaca). Em botdes
florais, a por¢do das polinias que permaneceu nho clinandrio compreendeu poucos graos
de pdlen e, por isso, a sua porcentagem nado foi estimada. A porcentagem da polinia
remanescente foi crescente, na seguinte ordem: flores em antese (25%+21,5) e flores
senescentes (50%=0); houve diferenca significativa entre os valores observados
(H=17.6667, gl=1, p<0.001).

As frutificacOes resultantes dos testes de polinizacdo aberta e autopolinizacao
espontanea foram altas e semelhantes. Nao houve formacdo de frutos no teste de

agamospermia (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados das frutificacfes obtidas nos testes de polinizacdo em flores de
Cyclopogon variegatus em Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

Testes Individuos Flores Frutos Frutificacdo (%)
Polinizac&o aberta 5 100 90 9¢*
Autopolinizacdo espontéane 5 86 69 80%
Agamospermia 3 10 0 0

Mesmas letras indicam frutificacdes estatisticamente semelhgfite.811, gl=1,
p=0,093).

A viabilidade das sementes provenientes da polinizacao aberta (98,99%+2,07) e
autopolinizacdo espontanea (91,72%+2,51) foram elevadas e nao deferiram
significativamente entre si (F=6,59; gl=1, p= 0,06).
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N&o ha polinizadores, pois nenhum visitante floral foi observado ou podinario

foram removidos das flores senescentes.

3.4. Discusséo
3.4.1. Mecanismo de autopolinizacao

A localizacdo da regido estigmética &n variegatus diverge da das demais
espécies de Spiranthoideae, que possuem area estigmética na face ventral da coluna,
representada tipicamente por uma depressao Unica ou bilobada (Dressler 1981; Singer &
Coccuci 1999; Singer & Sazima 1999; Figueebal. 2012). EmC. variegatus sao duas
areas estigmaticas independentes, representadas por dois conjuntos de papilas no
interior da cavidade do clinandrio. O contato desses conjuntos de papilas com a base das
polinias, associado a producdo de mucilagem, ruptura do endotécio e liberacdo dos
graos de polen, resultou na germinacdo do pdélen e no crescimento dos tubos polinicos
em botdes floraispfior anthesis self-pollination sensu Lloyd & Schoen 1992). Por isso,

a autogamia € um sistema obrigatério €nvariegatus e as areas estigmaticas, como
descritas, sdo inéditas para Spiranthoideae e demais orquideas. A perda da hercogamia,
mecanismo classico das orquideas que impede a autopolinizacdo (van der Pijl &
Dodson 1969), com a interiorizacdo das areas estigmaticas, dentro da cavidade do
clinndrio e adjacente as polinias, constitui um novo mecanismo de autopolinizacdo em
Orchidaceae.

Em C. variegatus, as faixas de papilas da porcao ventral do rostelo, apesar de
apresentarem as mesmas condicdes das papilas do interior do clinédndrio, nao
promoveram a autogamia, pois devido ao clinandrio profundo os grdos de pdlen
permanecem nessa cavidade durante toda a antese. O rostelo como area receptiva capaz:
de promover a germinacdo de poélen, foi registrado em outras orquideas autégamas
(Hagerup 1952; Catlling 1990). Nelas, a polinia quebradica e o clinandrio raso
permitiram a queda de grdos de pdlen sobre papilas na regido ventral do rostelo e a
consequente germinacado e crescimento de tubos polinicos.

As areas estigmaticas posicionadas na cavidade do clinAndrio, associadas a
elevada frutificacdo na autopolinizacdo espontanea, auséncia de frutos agamospérmicos
e de polinizadores, reafirmam a autogamia obrigatoriadCewariegatus. Em espécies
aldgamas de&Cyclopogon, a polinizacdo € realizada por abelhas da familia Halictidae
(Singer & Coccuci 1999; Singer & Sazima 1999; Benitez-Viegtral. 2006), que
recebem o polinario no aparelho bucal. Logo, a polinizagdo ocorre quando o inseto

insere o seu aparelho bucal na flor e pressiona o polinario contra a area estigmatica,
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posicionada na por¢ao ventral da coluna. Devido a caracteristica fragil e quebradica das
suas polinias, por¢des de graos de polen aderem-se ao estigma (Singer & Coccuci 1999;
Singer & Sazima 1999; Benitez-Vieyeh al. 2012). Dessa forma, se um polinizador

com polinario visitasse a flor de. variegatus, ele dificilmente conseguiria depositar

polen nas faixas de papilas do rostelo, localizadas na porgcdo ventral, pois ndo ha
superficie contra a qual o polinario possa ser pressionado e o possivel contato entre o
polinario e essas faixas ndo proporcionaria a quebra de por¢des das polinias. Além
disso, as projecdes do apice da coluna na sua face ventral, que protegem a base das
faixas de papilas do rostelo, reduziram a area passivel de contato com poélen externo
minimizando as chances de uma eventual polinizagdo xenogamica.

A autogamia obrigatoria ef@. variegatus também é reforcada pela por¢cdo das
polinias que se fragmentou e permaneceu aderida as papilas do interior do clinandrio,
apos a remocdo manual do polinario. Por causa disso, um polinario removido por um
possivel polinizador, nessa planta, teria cerca de 25% a menos de pdélen e esta perda
poderia afetar negativamente o sucesso reprodutivo oriundo da polinizagdo xenogamica.
O mecanismo de autopolinizacdo @evariegatus parece ser extremo e desvantajoso
guando comparado ao de outras plantas autbgamas (Lloyd & Schoen 1992). Nelas, a
autogamia € facultativa e a autopolinizacédo tardia, ou seja, ocorre no final da antese em
flores néo visitadas (Tremblag al. 2005; Talalaj & Brzosko 2008). Desse modo, o
sistema reprodutivo € misto (alogamia e autogamia), sem perda de pélen (Harder &
Wilson 1998 e citacdes contidas neste trabalho). A autopolinizacdo precoce, como a
observado entC. variegatus, sem chances a polinizacdo cruzada, se assemelha a das
flores cleistogamas (Culley & Klooster 2007).

Em C. variegatus, a autogamia e, consequente, independéncia por polinizadores,
parece ser uma condicdo derivada recente. Essa suposi¢do esta baseada no conjunto de
caracteristicas mantidas por suas flores, a casmogamia, a producdo de néctar e o
clindndrio profundo. Essas caracteristicas estdo relacionadas a polinizacdo cruzada,
também observadas na orquidea autéddendlia nipponica por Galeet al. (2007).

Em Cyclopogon, género com 70 espécies (Balogh 1982), tem sido observado a
autocompatibilidade (Calvo 1990; Singer & Sazima 1999; Benitez-Vatyala 2006).

A autogamia foi registrada em apenas duas espécies por Catlling (1990), que verificou
modificacdes estruturais nas flores, como rostelo e clindndrio ausentes. De fato, em
orquideas autégamas frequentemente se observa a reducdo ou perda de caracteristicas
morfologicas, que favorecem a autopolinizacao (Hagerup 1952; Micheinala@008),

embora essas modificacfes inexistam@mnaariegatus. Nossos resultados demonstram
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gue a autogamia, em orquideas, pode resultar de distintas estratégias, que envolvem,
além de reducdes, perdas ou movimentos das pecas florais, o surgimento de novas
estruturas, como as papilas posicionadas préximas das polinias, no interior da cavidade

do clinandrio.

3.4.2. Consequéncias ecoldgicas

Em populagcdes naturais de angiospermas é esperado que 0S cruzamentos
ocorram aleatoriamente entre os individuos (Charlesworth & Charlesworth 1987), mas
esse padrdo tem sido alterado em respostas as pressfes ambientais (Schoen & Brown
1991; Neiland & Wilcock 1998; Bonatet al. 2006; Liu et al. 2006; Wheelwright
2006), como parece ser o caso da populacdo estudadaveeegatus. Nela ndo ha
cruzamentos entre individuos, devido a auséncia de polinizadores e ao mecanismo de
autopolinizacao descrito anteriormente.

A estratégia das orquideas que apresentam o mutualismo obrigatério com
polinizadores especificos € arriscada e comumente submete as espécies a limitagdo de
polen, se ha escassez de polinizadores (Neiland & Wilcock 1998; Johnson & Edwards
2000; Liuet al. 2006). Por isso, muitas espécies tendem a desenvolver estratégias de
reproducdo autbnoma a fim de garantir maior sucesso reprodutivo (Treehkdhy
2005), semelhante ao observado @nvariegatus. No entanto, a prole proveniente da
polinizacdo cruzada tem maior capacidade de adaptacdo e colonizacdo que a de
autopolinizacéo, devido aos efeitos negativos da endogamia (Barret 2002). Dessa forma,
quando as plantas restringem a sua reproducdo a autogamia, taCceantegatus,
parece haver uma compensagdo, ou seja, a qualidade da prole oriunda da polinizacéo
cruzada é substituida pela seguranca reprodutiva garantida pela autopolinizacdo
(Dressler 1981).

Devido a autogamia obrigatéria era esperado Queariegatus sofresse os
efeitos deletérios da endogamia. No entanto, essa espécie apresentou elevada
frutificacdo natural, isto €, acima de 90%, enquanto a média das orquideas tropicais,
segundo Neiland & Wilcock (1998¢€ de 13,6%C. variegatus apresentou também
elevada viabilidade das sementes provenientes de autopolinizacdo, acima de 90%,
enquanto média € de 41% (Trembletyal. 2005). Esses resultados indicam que a
maioria dos alelos deletérios @evariegatus foram eliminados pela selecédo natural, tal
como sugerido poCharlesworth & Charlesworth (1987) para outras espécies que

baseiam sua reproducdo na autogamia. Processo semelhante pode ter ocorrido com a
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autdgamaDeceoclades maculata (Lindl.) Lindl., que possui elevadas viabilidades das
sementes provenientes da autopolinizacdo (Gonzalez-Diaz & Ackerman 1988).

A autogamia entC. variegatus possibilitou 0 seu estabelecimento na area de
estudo, onde inexistem polinizadores. A area de estudo representa o extremo da
distribuicdo deC. variegatus e a autogamia poderia ser uma adaptacéo local, devido a
auséncia de polinizadores. Essa hipotese foi embasada em muitas outras espécies
tipicamente dependentes de polinizadores, que se tornam autégamas nos limites da sua
distribuicdo geografica, onde os polinizadores sdo escassos ou ausentes (Hagerup 1952
Catling 1987; Claesserms al. 1998; Barret 2002). Entretanto, na Serra do Japi, estado
de S&o Paulo, essa espécie também néo possui polinizadores e, provavelmente, também
se reproduz de forma autbnoma (Pansarin & Pansarin 2010). Essas observacgdes
somadas as do presente estudo sugerem que a autoga@isaeregatus ndo seja uma
estratégia em resposta a auséncia de polinizadores, mas sim uma caracteristica
reprodutiva da espécie ao longo de toda a sua area de ocorréncia.

A autogamia é uma estratégia frequente em ilhas (Schueller 2004). Nesses
ambientes se estabelecem principalmente as espécies capazes de se autopolinizar
(Schueller 2004), pois um unico individuo é capaz de reproduzir e estabelecer uma
populacdo (Baker 1955; Wheelwright 2006[Nesse contexto, a autogamia pode ter
favorecido a expansao @k variegatus sobre a Floresta Atlantica, um dos biomas mais
ameacados do planeta (Myetsal. 2000), além de totalmente fragmentado (Ribetro
al. 2009). O isolamento desses fragmentos por matrizes de dificil transposicéo faz com
que cada remanescente atue como verdadeiras ilhas (Harris 1984). Dessa forma, a
autogamia d€. variegatus pode favorecer o seu avanco sobre as ilhas de vegetacao da

Floresta Atlantica, aumentando assim a sua distribuicdo geogréfica.
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Figura 1: Coluna deCyclopogon variegatus. A: Em seccao longitudinal e porcéo
superior do ovério de botdes em pré-antese (barrapP®B: Seccdo longitudinal da

antera em botdes jovens (barra= pfif). C: Face ventral do apice da coluna; observa-

se 0 capuz da antera, o rostelo, faixas de papilas do rostelo e conjuntos de papilas do
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interior da cavidade do clinandrio em bot6es em pré-antese (coloracdo com azul de
anilina) (barra= 50Qum). D: Seccéo transversal da coluna na base do rostelo (* Fig.
1A); observam-se regi0es papilosas externa (faixas de papilas do rostelo) e interna
(papilas do interior da cavidade do clinandrio) em flores em antese (barramRd®

Seccdo longitudinal do apice da coluna (detalhe Fig. 1A), com papilas do interior da
cavidade do clinandrio adjacentes a base da polinia, em botdes em pré-antese (barra=
200 um). F: Seccéo transversal da coluna (**Fig. 1A); note o tecido transmissor em
flores em antese (barra= 2@@h). G: Seccao transversal da antera no terco basal do
rostelo; observam-se parede da antera integra e faixas de papilas do rostelo em botdes
jovens (barra= 20Qm). H: Seccdao transversal da antera no terco basal do rostelo; note
mucilagem (coloragé&o laranja com corifosfina) nas faixas de papilas do rostelo e parede
da antera em botbes jovens (barra= 2@). I: Detalhe da Fig. 1H para mostrar
mucilagem nas papilas do rostelo e zona de fragilidade na parede da antera (barra= 200
um). ca: capuz da antera, cl: cavidade do clinandrio, mu: mucilagem, ov: ovario, pa:
parede da antera, pc: papilas do interior da cavidade do clinandrio, pj: projecbes do
apice da coluna, po: polinario; pr: faixas de papilas do rostelo, ro: rostelo, tt: tecido
transmissor, vi: viscidio, zf: zona de fragilidade.

48



Figura 2: Mecanismo de autopolinizacdo e@yclopogon variegatus. A: Seccao
longitudinal da coluna; note o contato entre as papilas do interior da cavidade do
clinandrio e as tétrades apds a ruptura da parede da antera em botdes em pré-antese
(barra= 20Qum). B: Seccéao longitudinal das papilas do interior da cavidade clinandrio
(coloracdo com corifosfina), com tétrades e tubos polinicos em botdes em pré-antese
(barra= 10Qum). C: Seccéao longitudinal das papilas do interior da cavidade clinandrio,
com tétrades e muitos tubos polinicos em flores em antese (barramlL@: Seccao
transversal da antera proxima a base do rostelo; observam-se as faixas de papilas do
rostelo, os conjuntos de papilas do interior da cavidade do clinandrio, o acumulo de
mucilagem e parede da antera rompida em flores em antese (barnam)20B: Face

ventral da coluna com poucos tubos polinicos em botées em pré-antese (coloragdo com
azul de anilina) (barra= 50@m). F: Face ventral da coluna com dois feixes de tubos
polinicos, nas extremidades laterais da coluna, oriundos dos dois conjuntos de papilas
do interior da cavidade do clinandrio em flores em antese (coloracdo com azul de
anilina) (barra= 50Qum). ca: capuz da antera, mu: mucilagem, pa: parede da antera, pc:
papilas do interior da cavidade do clinandrio, po: polinario; pr: faixas de papilas do
rostelo, ro: rostelo, te: tétrades, tp: tubos polinicos.
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CONCLUSOES GERAIS

- No sub-bosque da Mata do Paraiso foram encontrados cinco sistemas sexuais:
hermafroditismo, dioicia, monoicia, andromonoicia e ginomonoicia. O habito de
crescimento e os estadios sucessionais interferiram na distribuicdo dos sistemas sexuais.
As andlises da frequéncia e da abundéancia dos sistemas sexuais demonstraram que a
distribuicdo do habitos estéa relacionada a distribuicdo dos sistemas sexuais. Os estadios
sucessionais néo interferiram na distribuicdo das frequéncias dos sistemas, sexuais
enguanto as abundancias foram determinadas pelos estadios.

- Em Corymborkis flava a receptividade estigmatica das flores foi observada do
primeiro ao quarto dia de antese. A frutificagédo das flores mais velhas (terceiro e quarto
dias) foi menor que a das jovens, indicando que a idade da flor afeta o sucesso
reprodutivo. Para estudos de biologia reprodutiva de orquideas com flores longevas,
como as deC. flava, sdo recomendadas polinizacdes manuais ao longo da antese para
avaliar o grau maximo de receptividade estigmatica, além do periodo de receptividade.

- Cyclopogon variegatus apresentou a morfologia funcional da coluna distinta das
demais espécies de Spiranthoideae. O estigma, inédito em Orchidaceae, é representado
por dois conjuntos de papilas no interior da cavidade do clinandrio. Estas papilas
produzem mucilagem e estdo adjacentes a base da polinia e em contato com as tétrades,
promovendo a germinacgdo dos gréos de polen, em botdes florais na pré-antese. Por isso,
nao ha hercogamia e a autogamia € obrigatoria. Esse processo de autopolinizacéo é aqui
descrito pela primeira vez. A autogamia €nvariegatus favoreceu o estabelecimento

de uma populacédo na area de estudo, onde os polinizadores estdo ausentes.

- Os resultados demonstram que o sub-bosque apresenta diversidade de estratégias

reprodutivas, que garantem a sobrevivéncia das suas espécies em ambiantes co
diferentes niveis de perturbacéao.
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