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RESUMO

No geral, Orchidaceae possui uma grande especializagéo floral garantindo uma ampla
especializacdo quanto a polinizagdo. Suas espécies sdo polinizadas por uma grande variedade
de insetos, principalmente da Ordem Hymenoptera, e em menor nimero por beija-flores e até
por ratos. Na Amazonia brasileira sdo poucos os estudos referentes a polinizacdo, sendo desta
forma contempladas poucas espécies. O objetivo desse trabalho foi descrever a biologia floral
e 0 mecanismo de polinizacdo de quatro espécies de Orchidaceae ocorrentes em campina e
campinarana da Reserva Bioldgica de Campina do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA). O acompanhamento da fenologia da floragdo foi feito entre setembro de
2011 e fevereiro de 2013. Procedeu-se a caracterizacdo morfolégica das espécies,
identificacdo de estruturas que oferecem recursos florais, areas de reflexdo de luz ultravioleta
e a verificagdo da producgdo de odores. A biologia floral, o mecanismo de polinizacdo e os
visitantes florais foram registrados por meio de observagdes focais em campo. A eficiéncia
dos polinizadores foi elucidada por meio da taxa de remocdo e deposi¢do de polinarios. O
sistema reprodutivo foi testado por meio de polinizagbes controladas (polinizacdo cruzada,
autopolinizacdo manual, emasculacdo, autopolinizacdo esponténea) e polinizacdo aberta.
Encyclia mapuerae possui osmaéforos localizados entre os lobos laterais, é polinizada por
engodo por fémeas de Centris varia e possui uma série de outros insetos como visitantes
florais que apenas removem o polinério. E autocompativel e possui uma taxa de frutificacio
de 6,90%. Heterotaxis superflua apresenta osmoforos nas pétalas e sépalas, o seu polinizador
é Trigona williana que coleta uma substincia secretada pela calosidade do labelo. E
autocompativel e possui uma taxa de frutificacdo natural de 51,28%. Camaridium
ochroleucum apresenta grande quantidade de osmoforos localizados no labelo e oferece
tricomas alimenticios aos seus polinizadores que sdo Melipona illustris e Trigona fulviventris.
Mostrou-se autoincompativel e possui uma taxa de frutificacdo natural de 8,16%. Tem
também como visitantes e pilhadores de pdlen as espécies Tetragona handlirschii e Apidael.
Ornihidium rigidum é polinizada por Polybia bistriata e sua populacdo corre certo risco uma
vez que ndo foi observada a formacdo de frutos em meio natural devido ao fato de formigas

cortadeiras inviabilizarem quase que 100% das flores.
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ABSTRACT

Orchidaceae has a large floral specialization ensuring a broad specialization regarding
pollination. Their species are pollinated by a variety of insects, especially of the Order
Hymenoptera, and some by hummingbirds. There are few studies In the Brazilian Amazon of
the pollination. The aim of this study was to describe the floral biology and pollination
mechanism of four species of Orchidaceae occurring in the Reserva Biol6gica de Campina do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA). Their flowering phenology was
monitored between September 2011 and February 2013. Morphological studies were made of
the structures that offer floral resources, such as ultraviolet light reflecting areas and
structures producing odors. The floral biology, the mechanism of pollination and flower
visitors were recorded during field observations. The efficiency of pollination was calculated
from the rate of removal and deposition of pollinia. The reproductive system was tested
through controlled pollination (cross-pollination, hand pollination, emasculation, spontaneous
self pollination) and open pollination. Encyclia mapuerae has osmophores located between
the lateral lobes, and is pollinated by deceit by female Centris varia while a number of other
flower visiting insects only remove pollinarium. It is self-compatible and has a fruiting rate of
6.90%. Heterotaxis superflua has osmophores on the petals and sepals, it is pollinated by
Trigona willeana while collecting is a substance secreted on the callus of the lip. It is self-
compatible and has a natural fruit set of 51.28%. Camaridium ochroleucum has many
osmophores on the lip and offers food for its pollinators, Melipona illustris and Trigona
fulviventris, in the form of trichome. It is self-incompatible and has a natural fruting rate of
8.16%. Other visitors, Tetragona handlirschii and Apidae 1, were pollen thieves. Ornihidium
rigidum is pollinated by Polybia bistriata and its population might be at risk since fruit

formation did not occur in the wild due to the fact ants removed almost 100% of the flowers.



SUMARIO

AGRADECIMENTOS........ooeveeeeieeseeesies e essssessesssssses s sssses s sass s s essesesssnsnsens Vi
RESUMO......ooovieieeeeesieseeeeee s sees e s s en s en s e st s ensanaansennens Vil
ABSTRACT ..ottt ettt se et e sest st ns s ensnn s enres IX
LISTADE TABELAS. .....c.oovieeeeeeeeeveeeeeetes e eessees s ssess s e snssass s ss s ns s snssnasn s XI
LISTA DE FIGURAS. ...cc.oveeeeeeeseeeeieee s vees s es v on e s s ss s an st en e X
INTRODUGAOD.........oooieeeeeeeieeeeeieeee et eseetes s s sess st es st es s s s en e 15
(0] =] =3 L7 OO 19

Capitulo 1: Evidéncias de producdo de néctar e polinizacdo por abelhas

Centridini em Encyclia (Orchidaceae): a biologia reprodutiva de E. mapuerae...... 20

Capitulo 2: Aspectos da biologia floral e polinizacdo de Heterotaxis superflua

(Rchb. f.) F.Barros (Orchidaceae) em uma campinarana da Amazonia Central....... 53

Capitulo 3: Polinizacdo de Camaridium ochroleucum Lind. (Orchidaceae;

IMAXIHTAITINAR) ... vttt et st e e es e et e st e e e e e ens e araenneens 77

Capitulo 4: Influéncia negativa da herbivoria no sucesso reprodutivo: aspectos

da biologia reprodutiva de Ornithidium rigidum (Orchidaceae).........c...cccccvevvvenrenee. 105
SINTESE. ..o ettt r e e enbe e e 125
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coveeeeieeeeeeeeeeeeee e esees s s s sssees s sssnes e 127
ANEXOS. . ettt e e b eh bbb e e nes 144



LISTA DE TABELAS
Capitulo 1

Tabela 1. Visitantes florais e o respectivo numero de visitas registradas para Encyclia
mapuerae (Huber) Brade ex Brade & Pabst durante as observacdes na Reserva Biologica de

(0= T o] T OSSPSR TP PR UPTOPPPT 50

Tabela 2. Porcentagens da eficiéncia dos polinizadores de Encyclia mapuerae (Huber) Brade
ex Brade & Pabst na Reserva Biologica de Campina no ano de 2012. SRM = Sucesso
reprodutivo masculino; SRF = Sucesso reprodutivo feminino; e ETP = Eficiéncia na

tranSTerENCia A8 POIEN.. ..o e e e 51

Tabela 3. Porcentagens de frutos formados em cada um dos tratamentos para verificacdo do
sistema reprodutivo e em condigdes naturais e a eficacia reprodutiva de Encyclia mapuerae
(Huber) Brade ex Brade & Pabst N0 ano de 201 1..........cccoeiiienenenine e 52

Capitulo 2

Tabela 1. Porcentagens da eficiéncia do polinizador de Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F.
Barros na Reserva Biologica de Campina no ano de 2012. SRM = Sucesso reprodutivo

masculino; SRF = Sucesso reprodutivo feminino; e ETP = Eficiéncia na transferéncia de

Tabela 2. Porcentagens de frutificacdo em cada um dos testes do sistema reprodutivo e em
condicdes naturais e eficacia reprodutiva de de Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F. Barros no
ANO 08 2012, ...ttt e bbb et b et e e n e e enbe e 76

Capitulo 3

Tabela 1. Porcentagens da eficiéncia do polinizador de Camaridium ochroleucum Lindl. na
Reserva Biologica de Campina 2013. SRM = Sucesso reprodutivo masculino; SRF = Sucesso

reprodutivo feminino; e ETP = Eficiéncia na transferéncia de polen.............cccocevveveieenneen 103

Tabela 2. Porcentagens de frutificacdo em cada um dos testes relacionados ao sistema
reprodutivo e em condi¢fes naturais e eficacia reprodutiva de de Camaridium ochroleucum
Lindl. N0 @N0 08 2012........ouiiiie ettt 104

Xi



Capitulo 4

Tabela 1. Porcentagens de frutificagdo em cada um dos testes relacionados ao sistema
reprodutivo e em condigdes naturais e eficacia reprodutiva de Ornithidium rigidum (Barb.
Rodr.) M.A.Blanco & Ojeda N0 ano de 2012.........ccccuiieiiiiieniie e 124

Xii



LISTA DE FIGURAS
Capitulo 1

Figura 1: A. Encyclia mapuerae. B. Cuniculo. C. Cuniculo em corte longitudinal. D.
Producdo de néctar. E. Anatomia do cuniculo. F. Grdo de acucar. G. Centris varia vistando
flores de Encyclia mapuerae. G. Centris varia com o polinario aderido na face................... 49

Capitulo 2

Figura 1: Localizacdo da area de estudo — Reserva Biologica de Campina. Fonte: Madergan
2200 TSSOSO 73

Figura 2. A — Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F. Barros (Barra = 1,5 cm); B — Trigona
williana Friese, 1900 com as polineas de Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F.Barros aderidas

BIM SEU AOTS0. 1ttt ettt ettt ee e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaeeeaeaearaeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesess s sansnennnnnnes 74
Capitulo 3

Figura 1: Localizacdo da area de estudo — Reserva Bioldgica de Campina. Fonte: Madergan

Figura 2: A —Camaridium ochrloeucum Lindl; B — Teste de vermelho neutro; C — Teste com

NIAFOXIAO A8 AMONIO. ..ottt e e e e et et e et e e et e et eeeeeeee e eeeeeeeeeenaaaes 100

Figura 3: Anatomia dos tricomas das flores de Camaridium ochrloeucum Lindl; A —

Anatomia geral do tricomas; B — Teste de lipidios N0OS tricOMas. ..........ccccovevevveverieerecnnnn 101

Figura 4. A — Visita de Trigona fulviventris; B — Coleta de p6len por Tetragona handlirchsii

Friese; C — Coleta de pdlen por Apidae 1; D — Tricomas alimenticios do labelo de

Camaridium ochrloeuUCUM LiNGL.......ccooiiiiiiiiieie e e 102
Capitulo 4

Figura 1: Localizacd0o da area de eStUdO. .........cccovviiueeieiie e s 119
Figura 2: A-B — Ornithidium rigidum (Barb. Rodr.) M.A.Blanco & Ojeda...........c..ccocuveneee. 120

xiii



Figura 3: A — Teste de vermelho neutro; B — Exposicao a atmosfera de hidréxido de aménio...

Figura 4: A — Corte anatdmico transversal da calosidade do labelo; B — Teste para alcaldides;
C — Teste para amido: D — Teste para lipidios; E - Teste para mucilagem; F — Teste para
(S0 L] TSRS R TSP 122

Figura 5: A — Polybia bistriata visitando flores de Ornithidium rigidum; B — Camuflagem de
aracnideo nas flores; C — Flores predadas por grilo; D — Flores predadas por Trachymyrmex
(010 1] 7 SRS 123

Xiv



INTRODUCAO GERAL

Orchidaceae é considerada a maior e mais especializada familia dentre as
angiospermas existentes atualmente, contando com cerca de 800 géneros e 24.000 espécies
(Dressler, 2005; Fay & Chase, 2009). Desta forma representa aproximadamente 7% a 8% das
plantas vasculares e 40% das monocotiledéneas (Dalhlgren et al., 1985; Dressler, 1993). Esta
distribuida por quase todas as regifes do planeta, com destaque para as regides tropicais, as
quais apresentam a maior riqueza (Atwood, 1986), sendo que a regido neotropical, por sua
vez, é responsavel por abrigar ao redor de 300 géneros e 8.000 espécies (Dressler, 1981). Para
0 Brasil foram estimadas cerca de 2.300 espécies distribuidas em aproximadamente 191
géneros na ultima grande revisdo realizada por Pabst & Dungs (1975, 1977). Porém,
atualmente houve mudancas nestes nimeros devido a inser¢do de novas espécies, criacdo de
novos géneros e transferéncias de espécies entre géneros, sendo assim consideradas 2.419

espécies distribuidas em 235 géneros (Barros et al., 2010).

Os representantes desta familia s@o ervas terrestres, epifitas ou rupicolas,
ocasionalmente sdo micoheterotréficas ou hemiepifitas, as quais apresentam crescimento
monopodial ou simpodial. Suas raizes comumente possuem epiderme pluriestratificada
denominada de velame e podem se tornar engrossadas. O caule, na maioria das especies, €
espessado e denominado de pseudobulbo, principalmente nas espécies tropicais, e suas folhas
sdo alternas espiraladas ou disticas (Toscano-de-Brito & Cribb, 2005; Souza & Lorenzi,
2008).

A inflorescéncia pode ser em racemo ou panicula, e frequentemente reduzida a uma
Unica flor e possui uma forma variada de apresentar as pecas florais. As flores sdo vistosas,
bissexuais, raramente unissexuadas, zigomorfas, diclamideas e geralmente ressupinadas. O
calice é trimero, petaloide, gamossépalo ou dialissépalo e a corola também € trimera, sendo
gue uma das pétalas é modificada em uma estrutura denominada labelo. O estame € unido ao
estilete, onde forma a ginostémio e o polen é geralmente reunido em massas denominadas
polineas, as quais podem variar em numero de acordo com 0s géneros e espécies. Ha ainda
espécies que nao formam polineas, como por exemplo, em Vanilloideae Apresentam dois
estigmas férteis e um estéril e membranoso designado de rostelo que impede o contato do

polen com o estigma. Os nectarios podem ser septais ou ausentes, podendo o néctar ser
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produzido dentro de uma estrutura chamada de calcar. O fruto é do tipo capsula (Toscano-de-
Brito & Cribb, 2005; Souza & Lorenzi, 2008).

A presenca do p6len empacotado em uma Unica massa denominada polinea possibilita
com maior facilidade a visualizacdo da sua retirada e deposi¢do na flor por um determinado
agente polinizador. Este fato permite avaliar a verdadeira eficacia deste dado visitante floral,
além de tornar o processo de remocdo e deposicdo de polineas facilmente acompanhado em
condicdes naturais (Dressler, 1993). Desta forma, levando em consideracdo a morfologia
floral apresentada por esta familia botanica, é possivel proferir que se trata de plantas
interessantes para a realizagdo de observacgdes referentes a biologia floral e polinizagdo em um
contexto geral (Singer, 2001a). E possivel dizer que os polinizadores possuem grande
importancia na evolucdo da familia, uma vez que a sua diversificacdo e especializacdo
referente @ morfologia floral se da devido a estreita relagdo entre 0s seus representantes e 0s

seus polinizadores (van der Pjil & Dodson, 1966; Dressler 1981).

Os polinizadores das orquideas estdo representados por alguns grupos de insetos e até
mesmo por aves e ratos (van der Pijl & Dodson, 1966; Wang et al., 2008). Desta forma
podem-se mencionar como polinizadores uma grande variedade de insetos das ordens
Hymenoptera (Singer & Koehler, 2003; Pansarin, 2003a; Martini et al., 2003; Smidt et al.,
2006; Pansarin et al., 2006; Jirgens et al., 2009; Pansarin & Amaral, 2009; Pansarin &
Pansarin, 2010; Storti et al., 2011), Lepidoptera (Singer, 2001b; Pansarin, 2003b; Pansarin &
Amaral, 2008a; Aguiar et al., 2011), Diptera (Carvalho & Machado, 2006; Ribeiro et al.,
2006; Santos-Filho, 2007; Pansarin, 2008), Coleoptera (Mickeliunas et al., 2006) e
recentemente Orthoptera (Micheneau et al., 2010). Além dos insetos, as aves também podem
atuar como legitimos polinizadores entre as orquideas, tendo os beija-flores certo destaque
dentro deste grupo (Singer & Sazima 2000; Andrade, 2004; Carvalho & Machado, 2006).

Estima-se que cerca de um terco das Orchidaceae sejam polinizadas por engano pelo
simples fato de ndo oferecerem nenhum tipo de recurso floral, onde muitas espécies utilizam
diversas formas para atrair o visitante, dentre elas, a simulacdo de estruturas que sirvam de
alimento ou mimetizando flores que oferecem recurso (Ackerman, 1986; Borba & Braga,
2003; Pansarin 2008ab; Pansarin, 2008). Por outro lado as espécies que oferecem
recompensas apresentam uma extensa variedade de recursos florais, como por exemplo, pdlen
(Pansarin & Amaral, 2008b), tricomas comestiveis (Pansarin & Amaral, 2006), fragrancias ou

compostos aromaticos (Pansarin, 2003b; Singer & Koehler, 2003; Martini et al., 2003;
16



Pansarin & Amaral, 2009), 6leos florais (Mickeliunas et al., 2006; Pansarin & Pansarin, 2010)
e principalmente néctar (Pansarin, 2003ab; Andrade, 2004; Smidt et al., 2006; Pansarin &
Amaral, 2008a; Aguiar et al., 2012; Nunes, 2011).

Com relacdo ao sistema reprodutivo, as orquideas tendem a ser autocompativeis,
porém € necessaria a presenca de um vetor de polen para que ocorra a autopolinizagdo em
algumas espécies devido a presenca de barreiras mecénicas, caracterizando hercogamia. Desta
forma a polinizacdo cruzada é favorecida na maioria das espécies (van der Pijl & Dodson,
1966; Pansarin, 2003a; Mickeliunas et al., 2006). Algumas espécies sdo autoincompativeis, o
que evidencia a ocorréncia de barreiras genéticas (Borba et al., 2001; Barbosa et al., 2009;
Pansarin & Pansarin, 2010). No entanto, é necessaria a realizacdo de novos estudos para o
melhor entendimento da incompatibilidade em orquideas (Borba et al., 2001; Verola, 2002).

Poucos sdo os estudos identificados para a regido Amazonica envolvendo a biologia
floral e polinizagdo em orquideas. Na Amazonia brasileira os estudos tiveram inicio com
Braga (1977) que apresentou uma série de informagdes gerais relacionadas aos polinizadores
e mecanismos de polinizacdo em 33 espécies de orquidaceas ocorrentes em uma campina e
campinarana na Amazbnia Central. Contudo observa-se uma necessidade de maiores
observacGes para estas espécies, uma vez que o0s polinizadores e 0s mecanismos de
polinizacdo de algumas delas foram dados como desconhecidos e consequentemente nédo

foram descritos.

Posteriormente, Jurgens et al. (2009) estudaram a biologia da polinizacdo de Eulophia
alta R.Br. ex Lindl. numa area de terra firme proxima a cidade de Manaus (AM), onde
identificaram tratar-se de uma espécie exclusivamente melitéfila, polinizada por 19
representantes entre abelhas (maioria) e visitada por borboletas (duas espécies). Recentemente
Storti et al. (2011) estudaram a biologia reprodutiva de Cattleya wallisii (Linden) Linden &
Rchb. f. (= Cattleya eldorado Linden) de forma detalhada complementando as observacdes
realizadas por Braga (1977). Neste estudo observaram que C. eldorado é uma espécie
efetivamente polinizada por apenas uma Unica abelha identificada como Eulaema mocsaryi
(Friese 1899) (Apidae, Euglossini).

De acordo com o exposto, € notavel a necessidade de novos estudos que enfoquem de
forma abrangente todos os aspectos relacionados a biologia da polinizacdo de espécies

amazobnicas, uma vez que poucos estudos para esta familia foram identificados para um bioma
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tdo amplo. Deste modo, devem ser realizados com o intuito de promover um melhor
conhecimento da importéncia dos diversos sistemas de polinizagcdo diante a sua imensa

diversidade de espécies.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Descrever a biologia da polinizacdo e os mecanismos de polinizacdo de quatro
espécies de Orchidaceae ocorrentes na campina e campinarana da Reserva Bioldgica de

Campina.

Objetivos especificos

e (1)Descrever a biologia floral,

e (2)Relacionar a morfologia floral com a morfologia dos polinizadores e
mecanismos polinizacgéo;

e (3)ldentificar recursos florais oferecidos aos visitantes;

e (4)Determinar os sistemas reprodutivos das espéecies envolvidas;

e (5)Registrar a taxa de frutificacdo das especies estudadas;
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Abstract

Encyclia Hook. comprises ca. 120 taxa distributed from Florida to South Brazil,
including E. mapuerae (Huber) Brade ex Brade & Pabst, a species common in Campina
vegetation of Central Amazonia. Based on records of reproductive phenology, floral morpho-
anatomy, pollinators and pollination mechanisms, and experimental manipulations the
reproductive biology of E. mapuerae was studied in a natural reserve at municipality of
Manaus, northern Brazil. The flower period occurs from August to November and each flower
lasts 27 days. The flowers are fragrant and the fragrance is perceptible mainly in the hottest
hours of the day. The labellum present nectar guides and the cuniculus secretes small drops of
nectar, which is available only in one-day flowers. The secretory epidermis possess papillae
whose cells are covered by an ornamented cuticle. The subtended tissue is composed of a
tree-layered collenchyma. Encyclia mapuerae is pollinated by Centridini and pollinaria are
deposited on read of bees. The species is self-compatible and pollinator-dependent. The
reproductive success in natural conditions is low because of deficient pollen transference due

the scarcity of pollinators.
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INTRODUCAO

Em Orchidaceae a transferéncia de pdlen é realizada principalmente por agentes
bidticos (e.g. van der Pijl & Dodson 1966; van der Cingel 2001), embora polinizacdo mediada
pela chuva também ocorre em algumas espécies (Pansarin et al. 2008; Aguiar et al. 2012).
Entre as orquideas polinizadas por animais, a maioria é entomofila, embora a polinizagéo por
aves, principalmente beija-flores (van der Pijl & Dodson 1966), e mamiferos (Wang et al.
2008), também possa ocorrer. Entre os insetos, a ordem mais representativa € Hymenoptera,
com cerca de 60% das orquideas sendo polinizadas por abelhas e vespas (Ackerman 1986),
embora Lepidoptera, Diptera (van der Pijl & Dodson 1966), Coleoptera (Mickeliunas et al.
2006) e Orthoptera (Micheneau et al. 2010) também possam atuar como polinizadores. Entre
as Orchidaceae polinizadas por agentes bidticos, é estimado que cerca de um terco seja atraida

por engano as flores (Ackerman 1986, Borba & Braga 2003, Pansarin et al. 2008).

As orquideas exibem grande diversidade com relacdo a morfologia floral e
mecanismos de polinizacdo, que muitas vezes tém sido considerados como muito importantes
no isolamento reprodutivo entre as espécies (van der Pijl & Dodson 1966, Dressler 1981).
Com a especializacdo floral na familia, 0 nimero de espécies que realizam visitas as flores
tende a ser reduzido, tendo como consequéncia a tentativa a reducdo na perda de poélen
(Herrera 1989, Tremblay 1992). No entanto, a especializacdo nem sempre garante uma boa
taxa de frutificacdo em condicGes naturais, ja que muitos estudos mostram que 0 sucesso
reprodutivo de varias espécies sul-americanas é baixo (Carvalho & Machado 2002, Martini
2003, Pansarin 2003, Pansarin et al. 2006, Carvalho & Machado 2006, Pansarin & Amaral
2008, Pansarin et al. 2008, Pansarin & Pansarin 2010, Rech et al. 2010, Storti et al. 2011).
Além disso, a taxa de frutificacdo em condigbes naturais muitas vezes € baixa como

consequéncia da frequéncia de visita deficiente por parte dos polinizadores, principalmente
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nas espécies polinizadas por engano (van der Pijl & Dodson 1966). Outros fatores que podem
afetar o sucesso reprodutivo de muitas espécies sul-americanas causando aborto de frutos em
formacdo sdo os mecanismos de incompatibilidade pds-zigotica, o ataque de patdgenos, a

herbivoria, e possiveis deficiéncias de 4gua e nutrientes (Ackerman 1989).

A Amazénia brasileira conta com aproximadamente 709 espécies de Orchidaceae
distribuidas em 131 géneros (Silva & Silva 2004), das quais 115 espécies (64 géneros)
ocorrem em regifes de campina, que é uma formacéo vegetal tipica desse bioma (Braga 1977,
Braga 1982). Embora estudos de levantamento floristicos sejam comuns nesse tipo de
vegetacdo, aspectos relacionados a biologia floral das orquideas que ocorrem em éreas de
campina sdo escassos na literatura. Apenas trés trabalhos foram realizados para esse tipo de
vegetacdo (i.e. Braga 1977, Jurgens et al. 2009, Storti et al. 2011).No estudo realizado por
Braga (1977), foi estudada a biologia floral e a polinizagcdo de 31 espécies ocorrentes em uma
area de campina e campinarana da Amazdnia Central. Nesse estudo foi apresentada uma série
de informacdes gerais sobre a ecologia das espécies, incluindo os polinizadores e 0s
mecanismos de polinizacdo de algumas delas. Braga (1977) observou também que mais da
metade dos polinizadores pertenciam a Ordem Hymenoptera. Melitofilia também foi
observada para as demais espécies amazonicas estudadas, como Eulophia alta (Eulophiinae;
Jurgens et al. 2009) e Cattleya eldorado (Laeliinae; Storti et al. 2011. Esta Gltima esta inserida
na subtribo Laeliinae que conta com aproximadamente 2.080 espécies e cerca de 40 géneros
(Pridgeon et al. 2005) e constitui-se no melhor exemplo de radiacéo adaptativa na polinizacéao
pelo fato de encontrarmos todos os principais grupos de polinizadores entre as espécies, por
excecdo Coleoptera (van der Pijl & Dodson 1966). A maioria dos géneros que compdem a
subtribo é polinizada por Hymenoptera, embora que na maioria das espécies seja constatada a
polinizacdo por mariposas e borboletas, isto em funcdo do género Epidendrum que é o mais

representativo dentro de Laeliinae (van der Pijl & Dodson 1966). Em alguns representantes de
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Laliinae, os visitantes florais se direcionam até as flores com o intuito de coletar néctar em um
nectario tubular e paralelo ao ovério denominado cuniculo que pode secretar néctar em
pequenas quantidades ou apresentar-se aparentemente seco (Borba & Braga 2003, Smidt et al.

2006, Pansarin & Amaral 2008).

Encyclia Hook. é um género neotropical inserida na subtribo Laeliinae que abrange
cerca de 120 espécies que se distribuem desde a Florida e México até o sul do Brasil (Higgins
et al. 2003, van den Berg et al. 2005), sendo 0 segundo maior género da subtribo Laeliinae em
nimero de espécies (van den Berg et al. 2005). Para Encyclia nada é conhecido sobre os
polinizadores e os mecanismos de polinizacdo envolvidos. Dressler (1981) infere apenas que
as espécies do género sdo provavelmente polinizadas por vespas e abelhas. De acordo com
Janzen et al. (1980) que E. cordigera é visitada por fémeas de Xylocopa spp na Costa Rica.
Para Encyclia mapuerae (Huber) Brade ex Brade & Pabst, foram observadas visitas por
himendpteros, sendo que apenas uma espécie de abelha foi considerada como polinizador
(Braga 1977). No entanto, esses dados ndo sdo conclusivos e até o presente nada é conhecido
sobre as formas de reproducdo da espécie e sobre a presenca de recursos florais dentro do
género. Baseado nesses fatos, o presente trabalho tem como objetivo descrever a biologia
reprodutiva de Encyclia mapuerae em condicdes naturais. Para isso foram estudados os
polinizadores, os mecanismos de polinizacdo e a morfo-anatomia floral. A presenca de
recursos florais foi identificada através de testes histoquimicos e a forma de reproducéo foi

verificada por intermédio de polinizacbes experimentais.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O trabalho de campo foi conduzido em uma area de campina da Reserva Bioldgica de
Campina do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia — INPA, a qual esta localizada no
km 44 da BR 174. A reserva possui 900 ha, sendo que 3 ha correspondem a area de campina,
150 ha de campinarana e o restante correspondendo a floresta de terra firme (Luiz&o 1995).
No presente estudo, as observacGes foram feitas exclusivamente em uma area de campina. A
precipitacdo é mais intensa no periodo de dezembro a maio, e entre junho e novembro ocorre
menor quantidade de chuva (Braga 1977). A temperatura varia de 24° a 27° C podendo
alcangar maxima de 38° C e minima de 18° C e a umidade do ar varia de 81% a 90% (Ribeiro
& Santos 1975, Luizdo 1995). O clima é do tipo Afi segundo a classificacdo de Kdppen
(1948). O solo é acido e pobre em nutrientes, sendo composto por sedimentos que datam do
terciario e do quartenario que sdo depositos de areias quartzosas distroficas (Ranzani 1980).
Dentro da area de campina a temperatura do solo varia de acordo com a ausencia ou presenca
de vegetacdo, sendo que em lugares expostos a temperatura da areia varia de 25,6° C a 42,3°
C, em solo semicoberto composto por areia e liquens a temperatura varia de 23,6° C a 32,4° C
e em solo sob vegetacdo observa-se uma variacdo de 23,3° C a 29,4° C (Ribeiro & Santos
1975). A vegetacdo situada sobre solo arenoso branco é classificada como campina aberta, a
qual apresenta uma vegetacao raquitica e de baixo porte com escleromorfismo acentuado,
além de ser possivel observar machas de solo exposto com penetracdo excessiva de luz. Desta
forma, ha o agrupamento de plantas formando ilhas de vegetacdo, podendo ocorrer de forma

continua, mas a vegetacdo mantém as mesmas caracteristicas (Anderson 1981, Braga 1982).
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Fenologia reprodutiva, caracterizacdo morfoldgica, biologia floral

No periodo de agosto de 2011 a dezembro de 2012 foram realizadas mensalmente
visitas a populacdo de E. mapuerae com a finalidade de registrar a producdo de
inflorescéncias, flores e frutos. Durante a floracéo foi contabilizado o nimero total de flores, a
quantidade de flores abertas no dia e quantas flores abrem-se por dia em cada inflorescéncia.
A caracterizacdo da antese foi realizada por meio do acompanhamento da abertura de botbes

florais até o fenecimento.

A receptividade do estigma foi verificada em flores recém abertas, previamente
isoladas com sacos de voile e intactas, por meio da adi¢do de gotas de peroxido de hidrogénio
na superficie estigmatica (Kearns & Inouye 1993, Dafni & Maués 1998). A presenca de
osmoforos foi testada por meio da imersdo de flores em vermelho neutro (1:10000) por cerca
de 15 minutos e posterior lavagem em agua corrente (Kearns & Inouye 1993, Wiemer et al.
2009). Foi feita também a avaliacdo da emissdo de odores por meio da caracterizacdo olfativa
em campo. A identificacdo de pigmentos que refletem luz ultravioleta foi feita por meio da
fixacdo de flores em atmosfera de amdnio por aproximadamente cinco minutos, com o intuito

de detectar a presenca de flavonoides (Scogin et al. 1977).

A caracterizacdo morfoldgica das flores foi baseada nos individuos da area de estudo,
sendo as flores coletadas aleatoriamente e conservadas em alcool a 70%, as quais foram
analisadas em estereomicroscopio. O material testemunho da espécie se encontra depositado

no herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA).
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Anatomia e testes histoquimicos

Um total de dez flores foram coletadas e fixadas em FAA a 50 % (formalina, acido
acético e alcool etilico) para a realizacdo de cortes anatémicos frescos feitos a méo livre em
laboratorio para a caracterizacdo geral da anatomia da cavidade nectarifera apontada por
Braga (1977) para a espécie. Foram realizadas sec¢Bes transversais da cavidade nectarifera
com o auxilio de ldminas e micr6tomo manual. Estes cortes foram clarificados com
hipoclorito de sodio (Kraus & Arduin 1997), coloridos com Azul de Astra e Safranina
(proporgéo 9:1) (Bukatsch 1972) e montados em gelatina glicerinada contendo fenol (Kaiser

1880) para observagdo em microscopio optico.

Testes histoquimicos foram realizados a partir de sec¢fes transversais de material
fresco para as seguintes substancias: reagente de Fehling para agucares redutores (Purvis et al.
1964); vermelho de ruténio para pectinas (Langeron 1949); ponceau de xilidina para proteinas
(O’Brien & McCully 1981); e sudan III para lipidios totais (Gabe 1968). As microfotografias
foram obtidas em microscopio Zeiss com camera Canon PC1252 acoplada no laboratério de

Boténica Agro-florestal da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Visitantes florais

As observaces referentes ao processo de polinizacdo, frequéncia e hora de visitacéo
foram realizadas entre os dias 09 a 19 de setembro de 2011 e 17 a 23 de setembro de 2012, se
estendendo das 07:00h as 12:00h e 14:00h as 17:00h, totalizando 136 horas de observacdes.
Foram feitas anotacdes referentes ao horario de atividade dos visitantes florais, bem como o
registro fotografico do comportamento da visita. Os visitantes florais foram capturados,
identificados por especialistas e depositados na colecdo entomoldgica do Instituto Nacional de

28



Pesquisas da Amazonia (INPA). Nao foram feitas observagdes noturnas, contudo flores foram
marcadas no final de cada dia e conferidas na manhd do dia seguinte quanto a remocao ou

deposicédo de polinarios.

A eficiéncia dos polinizadores foi medida através da proporcéao de polineas removidas
e depositadas por meio do acompanhamento de individuos em campo. Assim 0 sSucesso
masculino foi medido pela razdo entre a quantidade de flores com o polinario removido e o
namero total de flores amostradas. Da mesma forma, o sucesso feminino foi medido pela
razdo entre o numero de flores com polinario depositados na cavidade estigmatica e 0 nimero
total de flores. A eficiéncia na transferéncia de pdlen foi medida por meio da relacdo entre

quantidade de polinario depositados e polinario removidos (Parra-Tabla et al. 2000).

Sistema reprodutivo e frutificagdo em condigdes naturais

Para identificar o sistema reprodutivo foram realizadas polinizagdes manuais em
campo. Os tratamentos consistiram em polinizacdo cruzada, geitonogamia, emasculacao,
autopolinizacdo induzida e autopolinizacdo espontanea. Todas as inflorescéncias foram
previamente ensacadas na fase do botdo floral e apds a sua abertura os tratamentos foram
realizados e as flores novamente ensacadas (Kearns & Inouye 1993). O numero de
inflorescéncias e flores utilizadas variou de acordo com a disponibilidade de flores
produzidas. Para determinar a taxa de frutificacdo em condicGes naturais (polinizacao aberta)
foi amostrada a quantidade de frutos formados em relacdo a porcentagem de frutos formados

(Zapata & Arroyo 1978).
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RESULTADOS

Encyclia mapuerae (Huber) Brade ex Brade & Pabst é encontrada como terricola, se
desenvolvendo sobre densa camada de serrapilheira, ou mais raramente como epifita. Os
pseudobulbos sdo cénicos, justapostos e possuem duas folhas apicais. A inflorescéncia é
apical e em forma de racemo ou panicula. As flores sdo predominantemente brancas e
possuem estrias roxas no labelo. As sépalas e pétalas sdo lanceoladas e de coloracdo amarela,
sendo que as sépalas laterais sdo levemente falcadas. O labelo é trilobado e possui duas
calosidades, sendo que os lobos laterais recobrem o ginostémio. O ginostémio é alado e

branco. A antera possui dois pares de polineas amarelas.

A espécie é perene e emite inflorescéncias entre junho e julho. As primeiras flores
abrem em agosto, sendo que é possivel observar flores abertas até o comeco de novembro. Os
frutos abrem entre 12 e 13 meses a partir das polinizagdes. Os frutos formados foram
observados em touceiras compostas por diversos individuos na area de campina aberta e que
possuiam em sua maioria inflorescéncias longas e paniculadas o que permite sustentar um

nimero consideravel de flores

Cada inflorescéncia produz em média 7,39 % 5,96 flores (Ninfiorascéncias = 54; Nriores =
399; Max.: 32; Min.: 1). A cada dia abre de uma a duas flores até todas estarem disponiveis
no mesmo momento devido a duracdo das flores. Cada flor intacta dura em média 27,74 +
4,63 dias (Ninfiorescencias = 10; Npores = 19; Max. = 35; Min. = 19). Flores com polinério
removido duram em média 23,06 £ 4,92 dias (Ninfiorescéncias = 10; Nsiores = 16; Max. = 29; Min.
= 16). As flores possuem no final do ginostémio uma cavidade nectarifera (cuniculo) que se
estende paralelamente ao ovario e apresenta a producdo de néctar. Por intermédio do teste de
Fehling foi possivel confirmar a natureza quimica (agUcar) do exsudato. A cavidade

nectarifera possui epiderme constituida por células papilosas e cuticula ornamentada.
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A reagdo com o hidréxido de am6nio demonstrou uma intensa coloragdo amarelada no
labelo, contrastando com a coloracdo escura das estrias. Dessa forma o labelo apresenta maior
quantidade de pigmentos que refletem o ultravioleta indicando a presencga de guias de néctar.
Através dos testes com vermelho neutro foi detectada a presenca de osmdforos na
porcdomediana do labelo, entre os lobos laterais. As flores liberam um aroma adocicado

principalmente nas horas mais quentes do dia.

Os polinizadores da espécie foram fémeas de Centris (Centris) varia Erichson (Tabela
1). Durante cada dia de observacéo foram registradas até trés visitas, que ocorreram das 9:00
horas as 17:00 horas (Tabela 1). A visita se iniciou com a abelha pousando sobre o labelo,
que ¢ deslocado para baixo fazendo com que o apice dos lobos laterais se encostem as alas do
ginostémio, o que resulta em uma abertura mais ou menos tubular e impede que o polinizador
se desloque para os lados. Ao entrar na flor a abelha estende a sua lingua e a introduz na
cavidade nectarifera Ao recuar a abelha encosta a cabeca no viscidio do polinario, que €é
removido. Cada visita durou cerca de dois a trés segundos e em todas as ocasides as abelhas

visitaram uma Unica flor.

Outros himendpteros, como Augochloropsis sp., Campsomeris cf. dorsata (Fabricius),
Epicharis (Parepicharis) zonata Smith, Melipona fulva Lepeletier, Xylocopa (Schonnherria)
ornata Smith. e um macho de Centris (Heterocentris) terminata Smith (Tabela 1) também
foram observados visitando as flores de Encyclia mapuerae. Essas abelhas apresentaram o
mesmo comportamento descrito para as fémeas de Centris (Centris) varia. No entanto, ndo
foram observadas removendo polinarios e foram consideradas aqui como visitantes florais.
Durante a manha (06:00 horas) eram observados aglomerados de machos de Ammophila sp. e
C. cf. dorsata dormindo nas inflorescéncias da orquidea. Aracnideos também foram

observados camuflados nas flores a espera de eventuais visitantes para serem predados. Foi
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observada também a visita de Tetragona dorsalis Smith aos botdes florais que possuem a
producdo de exsudatos. Ao analisar as visitas as flores em relagcdo a remocéo e deposicdo de
polinérios, nota-se uma baixa transferéncia polinica, pois poucos dos polinarios removidos

sdo de fato depositados na cavidade estigmatica por estes visitantes florais (Tabela 2),

Nenhum fruto foi formado por agamospermia e por autopolinizagdo espontanea
demonstrando a necessidade de um vetor para transferéncia de pdlen (Tabela 3). Encyclia
mapuerae € autocompativel. Frutos foram formados a partir da autopolinizacdo manual e
geitonogamia (Tabela 3). Em condi¢Ges naturais foi observada baixa taxa de frutificacdo de

6,90% (Tabela 3). A eficacia reprodutiva de E. mapuerae foi de 0,75 (Tabela 3).

DISCUSSAO

A fenologia de Encyclia mapuerae corrobora com o que foi reportado previamente por
Braga (1977). Encyclia krugii possui um pico de floracdo entre os meses de abril e junho em
Porto Rico, contudo uma pequena quantidade de flores podem ser observadas o ano todo
(Ackerman 1989). Isso difere de E. mapuerae que possui periodo de floragdo bem definido.
Assim como ocorre em outras Encyclia, como E. patens (Hook.) Porto & Brade (Barberena
2010), e E. argentinensis (Speg.) Hoehne (E.R. Pansarin, pers. obs) e E. cordigera (Janzen et
al. 1980), os frutos de E. mapuerae abrem cerca de 12-13 meses a partir dos eventos de
polinizacdo. Em E. krugii osfrutos amadurecem entre dois a trés meses apos a fecundacéo

(Ackerman 1989).

Os valores referentes a producdo média, numero de flores abertas por dia e duragédo
média das flores quando intactas e quando o polinario € removido sdo consideravelmente
superiores quando comparados ao de outras duas espécies congéneres. Em E. krugii, de uma a
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todas as flores de uma inflorescéncias se encontram abertas a0 mesmo tempo e em planta
cultivadas as flores intactas duraram em média 7,2 + 2,9 dias (N = 234), sendo que a remog¢&o
do polinério ndo teve nenhum efeito sobre a longevidade floral (Ackerman 1989). Para E.
cordigera é mencionado que cada inflorescéncia produz cerca de uma a 13 flores das quais

duram cerca de 10 dias (Janzen et al. 1980).

Alguns autores denominam a cavidade nectarifera que se estende paralelamente ao
ovario das Laeliinae de cuniculo (Borba & Braga 2003, Cruz et al. 2003). Essa estrutura
frequentemente tem sido considerada como um nectério no qual ndo ha producdo de néctar
(Braga 1977, Boyden 1980, Borba & Braga 2003, Smidt et al. 2006, Pemberton 2007,
Pansarin & Amaral 2008). A presenca de cuniculo no qual ndo € observada secrecéo de néctar
também tem sido documentado para espécies de Encyclia, como E. krugii (Ackerman 1989).
Estudos anatémicos realizados em flores deEpidendrum fulgens revelaram que essa especie o
cuniculo apresenta variac@es funcionais durante o desenvolvimento (Moreira et al. 2008). Na
fase de botdo floral a epiderme do cuniculo é simples com numerosos tricomas, nos quais 0s
nacleos e nucléolos sdo conspicuos e o citoplasma é denso, indicando alta atividade
metabolica e producdo de secrecdo. No entanto, quando o ginostémio completa sua formacéo,
0s tricomas apresentam-se menos numerosos, dispersos e sem indicativo de secrecdo. Alem
disso, a baixa quantidade desta recompensa floral, da qual pode evaporar e se perder durante o
processo de antese, pode ser também um reflexo das limitacbes aos polinizadores para a
producdo de frutos quando a recompensa ndo consegue manter o interesse do visitante floral

(Ackerman 1986, Montalvo & Ackerman 1987).

No estudo de Braga (1977) um Vespidae, Agelaia cf. pallipes (Olivier) (=Stelopolybia
cf. pallipes (Olivier)), foi dada como polinizadora de E. mapuerae, sendo que Rubrica nasuta

(Christ.) (Hymenoptera), foi dada como visitante floral. Estas espécies ndo foram registradas
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nos dois anos de observacdes, demonstrando que 0s polinizadores ndo sdo espécies-
especificos. Durante o processo de polinizacdo por parte destes visitantes florais é observado
que os lobos do labelo tendem a manter o labelo faceando com a coluna. Este fato permite
com que abelhas de diferentes tamanhos possam contatar o viscidio do polinario e

posteriormente realizar a deposi¢cdo das polineas no estigma.

A mesma espécie de polinizador de E. mapuerae também é uma dos principais
polinizadores de outra espécie amazonica , Eulophia alta (L.) Fawc & Rendle (Jurgens et al.
2009). Nesse estudo foi observado que os machos da espécie estabeleciam a demarcacgdo do
territorio, atacando todos os visitantes florais que se aproximavam, com exce¢édo das fémeas,
as quais tiveram a sua visita a flor perturbada pelos machos com a intencdo de realizar o
acasalamento. Este comportamento ndo foi observado para as flores de E. mapuerae. Janzen
et al. (1980) mencionam que fémeas de Xylocopa spp. visitam as flores de E. cordigera em
busca de néctar, sendo que o polinario é removido e fica aderido na parte superior da cabeca,
como ocorre em C. varia ao visitar E. mapuerae. Nas presentes observacoes a Unica espécie

de Xylocopa observada vistando as flores de E. mapuerae atuou apenas como visitante floral.

Em diversos estudos o género Centris tem sido importante na polinizacdo de diversas
Orchidaceae. Oito espécies de Centris atuam como polinizadores de Eulophia alta (L.) Fawc.
& Rendle (Jurgens et al. 2009). Para Cyrtopodium polyphyllum (Vell.) Pabst ex. F. Barros,
cinco espécies de Centris foram registradas como visitantes florais no sudeste do Brasil
(Pansarin et al. 2008). Para esta mesma espécie Centris (Hemisiella) nitida Smith realiza a
polinizacdo no sul da Flérida nos Estados Unidos (Liu & Pemberton 2010). Ainda na Florida,
Centris (Hemisiella) nitida Smith também atua na polinizacdo de Oncidium sphacelatum
Lindl. (Pembertom 2008). Em Cuba, Centris (Centris) poecila Lepeletier, é a principal

polinizadora de Tolumnia guibertiana (A. Rich) Braem (Vale et al. 2011). Em todos o0s casos
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as polineas ficam aderidas na cabeca das abelhas, como ocorre em E. mapuerae. Roubik
(2000) ressalta que fixar o polinario em determinadas partes do animal € um meio efetivo de
garantir o transporte até outra flor sem ser perdida durante a limpeza corporal. A polinizagdo
por machos de Campsomeris ja foi registrado para as orquideas, como por exemplo, para
Geoblasta pennicillata, que é polinizada por machos de C. bistrimacula por meio de
pseudocdpula (Ciotek et al. 2006). A polinizacdo por machos de Campsomeris ocorre também

para espécies de Calochilus (Fordham 1946, Jones & Gray 1974, Bower & Branwhite 1993).

A baixa transferéncia polinica também é observada para espécies congénere como para
E. krugii por Ackerman (1989). Como visto anteriormente isto se d& provavelmente pela
presenca de espécies ndo especializadas que realizam apenas a remoc¢ao sem que ocorra o
carregamento das polineas o que influencia de forma negativa com o sucesso reprodutivo da
espécie. O numero de flores abertas a0 mesmo tempo e consequentemente a arquitetura da
inflorescéncia pode influenciar de forma significativa na atracdo dos polinizadores. Assim
grandes arranjos florais podem atrair mais polinizadores e consequentemente aumentar o
sucesso masculino e feminino (Montalvo & Ackerman 1987). Contudo, Ackerman (1989) nédo
observou relacdo entre os tamanhos das inflorescéncias com a frequéncia de flores visitadas
para E. krugii. Mas para E. mapuerae a maioria dos futos foram observados em individuos
que possuiam longas inflorescéncias paniculadas das quais sustentavam um ndmero

consideravel de flores.

Conforme mostrado aqui para E. mapuerae a ndo formacdo de frutos por
agamospermia e por polinizacdo espontanea € observada também para E. cordigera (Janzen et
al. 1980). A autogamia parece ser rara entre as Laeliinae sendo identificada para Cattleya
aurantiaca Bateman ex Lindl., em gque observa-se a autélise do rostelo permitindo o contato

do pdlen com o estigma (Stort & Martins 1980) e possivelmente para Epidendrum
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strobiliferum Rchb. f. (Braga 1977). Observa-se também para Prosthechea boothiana var.
erythronioides e P. cochleata var. trianda (Ortiz-Barney & Ackerman 1999, Higgins, 2003).
Barberena (2010) observou elevada formacdo de frutos por haste floral para diversos
individuos de E. patens e atribuiram tal fato a possivel ocorréncia de autopolinizacbes e/ou
agamospermia. Ja as polinizacBes geitonogamicas podem ter maiores probabilidades de

acontecer em inflorescéncias multifloras (Montalvo & Ackerman 1987).

Para 0 género a autocompatibilidade j& foi registrada para E. cordigera (Janzen et al.
1980), contudo a autoincopatibilidade também € registrada, como visto para E. krugii
(Ackerman 1989). A autocompatibilidade é comum entre espécies da subtribo Laeliinae,
como por exemplo, para Pseudolaelia (Borba & Braga 2003), Epidendrum (Pansarin &
Amaral 2008), Guarianthe (Pemberton 2007), Cattleya (Stort & Martins 1980, Smidt et al.
2006, Storti et al. 2011) e as antigas Laelia (Stort & Galdino 1984). Além disso, nas flores de
E. mapuerae é observada a presenca do rostelo que constitui-se como uma barreira fisica entre

a antera e o préprio estigma evitando a ocorréncia da autopolinizacéo.

A autocompatibilidade & observada também para espécies de Prosthechea, género
relacionado de Encyclia (Higgins 1997, van den Berg 2000, Higgins 2003). A
autocompatibilidade é observada para P. boothiana var. erythronioides (Small) W.E. Higgins,
P. cochleata var. trianda (Ames) W.E. Higgins e P. aff. karwinskii (Mart.) Soto Arenas &
Salazar (Ortiz-Barney & Ackerman 1999, Higgins, 2003, Camacho-Dominguez & Avila-Diaz
2011), contudo também se observa a dependéncia de polinizadores para que ocorra a
transferéncia de pdlen(Camacho-Dominguez & Avila-Diaz 2011). No caso de P. boothiana
var. erythronioides e P. cochleata var. trianda o ginostémio tem uma modificacdo estrutural
com duas anteras adicionais 0 que permite que os tubos polinicos ignorem o rostelo

resultando em uma autopolinizacdo (Higgins, 2003). Trata-se de uma importante adaptacéo e
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apropriada quando os polinizadores sdo ausentes como ocorre na Florida (EUA), local onde P.
cochleata var. trianda ocorre (Ortiz-Barney & Ackerman 1999). Modificacdo estrutural do
ginostémio é observado também em Encyclia em que se observa a presenca de trés anteras

para E. patens var. serroniana (Romanini & Barros 2007).

A baixa formacéo de frutos em condigdes naturais é um fato comum entre as orquideas
e ja registrado para o género. Segundo van den Berg et al. (2005) a ocorréncia de polinizacbes
tendem a ser raras em muitas espécies de Encyclia o que resulta na baixa formacéao de frutos.
Para E. mapuerae a baixa eficacia reprodutiva pode ser reflexo da grande producéo de flores e
baixa frequéncia de visitagdo, indicando a ineficiéncia dos visitantes florais, pois poucos dos
polinarios removidos sdo de fato depositados na cavidade estigmatica. Janzen et al. (1980)
registraram uma taxa de 7% para E. cordigera e ressaltaram a maior ocorréncia de
inflorescéncias com apenas um fruto do que com trés ou quatro frutos. Vale ressaltar também
que a baixa formacdo de frutos por individuo pode ser benéfico em casos nos quais as plantas
apresentam déficit hidrico e nutricional (Janzen et al. 1980). Para E. krugii foi observado que
aproximadamente 60% dos frutos formados em ambiente natural abortam devido a alocacéo
de recursos (Ackerman 1989). Sendo assim, muitos frutos podem ser formados inicialmente e
perdidos durante o desenvolvimento devido a diversos fatores, como por exemplo,
mecanismos de incompatibilidade, ataque por patdgenos, herbivoria, predacao, entre outros

(Ackerman 1989).
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Figura 1: A. Encyclia mapuerae. B. Cunuculo. C. Cuniculo em corte longitudinal. D.
Producédo de néctar. E. Anatomia do cuniculo. F. Grdo de agucar. G. Centris varia vistando

flores de Encyclia mapuerae. G. Centris varia com o polinario aderido na face.
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Tabela 1. Visitantes florais e o respectivo nimero de visitas registradas para Encyclia
mapuerae (Huber) Brade ex Brade & Pabst durante as observa¢des na Reserva Bioldgica de
campina.

Espécie NuUmero de visitas
Augochloropsis sp. 1
Centris (Heterocentris) terminata Smith 1
Centris (Centris) varia Erichson 14
Campsomeris cf. dorsata Fabricius 3
Epicharis (Parepicharis) zonata Smith 1
Melipona fulva Lepeletier 1
Xylocopa (Schonnherria) ornata Smith 1
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Tabela 2. Porcentagens da eficiéncia dos polinizadores de Encyclia mapuerae (Huber) Brade
ex Brade & Pabst na Reserva Biologica de Campina no ano de 2012. SRM = Sucesso
reprodutivo masculino; SRF = Sucesso reprodutivo feminino; e ETP = Eficiéncia na

transferéncia de pdlen.

Calculo / Porcentagem

SEM (133* / 265***) x 100 = 50,19%
SRF (23** | 265***) x 100 = 8,68%
ETP (23** / 133*) x 100 = 17,29%

*Polinarios removidos; ** Polinarios depositados; *** Total de flores. / Obs.: 132 flores

intactas.
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Tabela 3. Porcentagem de frutos formados em cada um dos tratamentos para verificagcdo do
sistema reprodutivo e em condicGes naturais e a eficacia reprodutiva de Encyclia mapuerae

(Huber) Brade ex Brade & Pabst no ano de 2011.

Tratamentos Frutificacdo (Frutos/flores)
Autopolinizagdo manual 84,63% (11/13)
Geitonogamia 100% (2/2)
Polinizagéo cruzada 91,67% (11/12)
Emasculacéo - (0/13)
Autopolinizacao espontanea - (0/47)
Condigdes naturais 6,9% (43/623)
Eficacia reprodutiva 6,9% /91,67 = 0,75
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Capitulo 2

Krahl, AH. & Webber, A.C. Aspectos da
biologia floral e polinizacdo de Heterotaxis
superflua (Rchb. f.) F. Barros (Orchidaceae) em
uma campinarana da Amazénia Central.

Manuscrito formatado para a Acta Amazonica.
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Resumo: Este trabalho tem como intuito principal elucidar aspectos relacionados a
biologia floral e mecanismo de polinizacdo de Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F.
Barros. Ocorre como epifita na campinarana formando pequenas aglomeragdes com
poucos individuos. A partir do vermelho neutro foi possivel observar a presenca de
pontuacOes avermelhada nas pétalas e sépalas e ap6s a fixacdo em hidroxido de aménio
foi notado um leve escurecimento em partes das sépalas e pétalas, predominando a
coloracdo amarelada. E visitada e polinizada apenas por Trigona williana Friese que
realiza a coleta de uma resina produzida na calosidade do labelo. E autocompativel e

possui uma taxa de frutificacdo em meio natural de aproximadamente 50%.

Palavras chave: Maxillariinae, Trigona, resina.

Abstract: This work has as main purpose to elucidate aspects of floral biology and the
pollination mechanism of Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F. Barros. Heterotaxis
superflua is an epiphyte in campinarana forming small clumps of few individuals.
Starting from the neutral red was possible to observe the presence of punctures reddish
in the petals and sepals and after the fixation in ammonium hydroxide was noticed a
slight darkening in parts of the sepals and petals, predominantly yellowish. It is visited
and pollinated only by Trigona williana Friese which collects a waxy substance
produced on the callus of the lip. It is self-compatible and has a rate of fruiting in the

wild of about 50%.Keywords: Maxillariinae, Trigona, resin.
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Introducéo

Orchidaceae é considerada a maior e mais especializada familia dentre as
angiospermas existentes atualmente, contando com cerca de 800 géneros e 24.000
espécies (Dressler 2005; Fay e Chase 2009). Para o territdrio brasileiro sdo estimadas
2.419 espécies distribuidas em aproximadamente 235 géneros (Barros et al. 2010), das
quais 709 espécies e 131 géneros ocorrem na Amazonia brasileira (Silva e Silva 2004).
Nas campinas, formacdo vegetal tipica da regido amazbnica, estd por sua vez
representada por 155 espécies distribuidas em 64 géneros e um hibrido natural (Braga

1977, 1982).

Ao se analisar atentamente a morfologia floral é possivel dizer que as orquideas
sdo objetos de estudo adequados para a realizacdo de observacdes referentes a biologia
floral e polinizacdo em um ambito geral (Singer 2001). Pelo fato das orquideas
possuirem polinarios, como em Epidendroideae, a retirada e deposicao das polineas por
um determinado agente polinizador pode ser com facilidade acompanhada e visualizada,
0 que permite aferir a auténtica eficiéncia deste dado visitante floral, além de tornar
processo de polinizacdo facilmente acompanhado em condicGes naturais (Dressler

1993).

De uma forma geral, as orquideas oferecem uma grande variedade de
recompensas florais e dentre elas sdo citadas o pdlen (raramente), fragrancias ou
compostos aromaticos (6leos volateis), 6leos florais, 6leos comestiveis, resinas, pélos
alimenticios e principalmente o néctar que € o mais comum e difundido (van der Pijl e
Dodson 1966; Dressler 1981; Nilsson 1992). Estas recompensas florais sdo exploradas

por uma série de visitantes florais dos quais foram registrados insetos das ordens
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Hymenoptera, Lepidoptera, Diptera (van der Pijl e Dodson 1966), Coleoptera
(Mickeliunas et al. 2006) e recentemente Orthoptera (Micheneau et al. 2010). Além dos
insetos, as aves também podem atuar como legitimos polinizadores entre as orquideas,
tendo os beija-flores destaque dentro deste grupo (Singer e Sazima 2000; Carvalho e

Machado, 2006).

Na Amazonia brasileira os estudos envolvendo a biologia floral e polinizagdo em
orquideas tiveram inicio com Braga (1977) que apresentou uma série de informacdes
relacionadas aos polinizadores e mecanismo de polinizagdo de diversas espécies em
uma campina e campinarana na Amazoénia Central. Posteriormente, Jurgens et al. (2009)
estudaram a biologia da polinizacdo de Eulophia alta R.Br. ex Lindl. em uma éarea de
terra firme proxima a cidade de Manaus (AM) e recentemente Storti et al. (2011)
estudaram a biologia reprodutiva de Cattleya wallisii Linden & Rchb. f. (= Cattleya
eldorado Linden) de forma detalhada, complementando as observacOes realizadas por

Braga (1977).

Contudo observa-se a necessidade de mais informacGes para as espécies
abordadas por Braga (1977), uma vez que os polinizadores e 0s mecanismos de
polinizacdo da maioria delas foram dados como desconhecidos. Dentre estas espécies,
estd Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F. Barros (= Maxillaria tarumaensis Hoehne), cujo
polinizador e consequentemente o mecanismo de polinizacdo foram dados como

desconhecidos.

As caracteristicas florais dos representantes de Heterotaxis sugerem uma
sindrome depolinizacdo por vespas que recolhem pseudop6len ou cera. E uma sindrome

que ja foi reportada para outros grupos de Maxillaria e sugere-se que seja plesiomofica
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e que evoluiu vérias vezes dentro de Maxillaria (Ojeda et al. 2003). O género se
distribui desde a Florida (USA) até o Brasil e compreende cerca de 13 espécies (Ojeda
et al. 2003; Blanco et al. 2007), das quais nada se sabe sobre os polinizadores e
mecanismos de polinizagéo envolvidos devido a falta de trabalhos. Assim sendo, este
trabalho tem como intuito principal elucidar aspectos relacionados a biologia floral e
mecanismo de polinizagdo de Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F. Barros em uma

campinarana da Amazonia central.

Material e métodos

As observacOes foram conduzidas em uma campina da Reserva Bioldgica de
Campina do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia — INPA, a qual esta
localizada no km 44 da BR 174, que liga Manaus a Boa Vista, e proxima a Estacédo
Experimental de Silvicultura Tropical do INPA localizada no km 41. Possui 900 ha de
extensdo territorial total, sendo que 3 ha correspondem a area de campina, 150 ha de
campinarana e o restante correspondendo a floresta de terra firma (Luizdo 1995) (Figura
1). No presente estudo, as observacbes foram feitas apenas e area de campina. A
precipitacdo nesta area é mais intensa no periodo de dezembro a maio, e entre junho e
novembro ocorre menor quantidade de chuva (Braga 1977). Na campina a temperatura
do ar varia de 24° a 27° C podendo alcancar maxima de 38° C e minima de 18° C, e na
campinarana varia de 23,3° C e 26° C alcancando minima de 19° C e maxima de 33° C
(Ribeiro & Santos 1975). A umidade do ar varia de 81% a 90% na campina e na
campinarana observa-se a variacdo de 91% a 97% (Ribeiro & Santos 1975, Luizdo

1995). O clima no local é do tipo Afi segundo a classificacdo de Koppen, em que se

58



considera um clima tropical praticamente sem inverno com a temperatura média do més
mais frio nunca inferior a 18 °C, porém ha oscilagdes anuais na temperatura média e
chuvas durante o ano todo sem apresentar verdo ou inverno bem definidos (Storti et al.
2011). O solo pobre em nutrientes e acido é composto por sedimentos que datam do
terciario e do quartenario que sdo depdsitos de areias quartzosas distroficas (Ranzani
1980). Dentro da area de campina a temperatura do solo varia de acordo com a ausencia
ou presenca de vegetacdo, sendo que em lugares expostos a temperatura da areia varia
de 25,6° C a 42,3° C, em solo semicoberto composto por areia e liquens a temperatura
varia de 23,6° C a 32,4° C e em solo sob vegetacdo observa-se uma variagdo de 23,3° C
a 29,4° C (Ribeiro & Santos 1975). A vegetacdo situada sobre solo arenoso branco €
classificada como campina aberta, a qual apresenta uma vegetacao raquitica e de baixo
porte com escleromorfismo acentuado, além de ser possivel observar machas de solo
exposto com penetracdo excessiva de luz. Desta forma, ha o agrupamento de planta
formando ilhas de vegetacdo, podendo ocorrer de forma continua, mas a vegetacdo
mantem as mesmas caracteristicas. Na campinarana as espécies arboreas que compdem
a vegetacdo apresentam porte bem mais desenvolvido, podendo alcancar cerca de 30
metros de altura. No solo observa-se uma camada espessa de raizes que ajudam a

acumular a serrapilheira. (Anderson 1981, Braga 1982).

A analise da morfologia floral foi feita com o auxilio de estereomicroscépico
binocular e as flores foram coletadas ao acaso e fixadas em alcool a 70%. O material
testemunho encontra-se depositado no acervo do herbario do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazoénia (INPA).
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A receptividade do estigma foi verificada pela manha em flores intactas e recém
abertas aplicando-se uma gota de perdxido de hidrogénio a 3% na superficie estigmatica
e observada com o auxilio de uma lupa de méo a atividade da peroxidase por meio da
efervescéncia (Kearns e Inouye 1993; Dafni e Maués 1998). A presenca de osméforos
foi testada por meio da imersao de cinco flores em um frasco contendo vermelho neutro
(1:10000) por cerca de 15 minutos, com posterior lavagem em agua corrente (Kearns e
Inouye 1993; Wiemer et al. 2009). A avaliacdo subjetiva de emissdo de odores foi
realizada por meio da caracterizacao olfativa nas flores em varios momentos durante o
dia. Os pigmentos que refletem luz ultravioleta foram identificados através da fixagéo
de cinco flores em atmosfera de aménio por aproximadamente cinco minutos (Scogin et

al. 1977).

O processo de polinizagdo e o comportamento dos polinizadores foram
observados no ambiente natural por meio de observacdes focais nas flores de
Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F. Barros. Os visitantes florais foram capturados e
posteriormente identificados e depositados na colecdo entomoldgica do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA). A eficiéncia na transferéncia de pdlen
pelos polinizadores foi medida por meio da relacdo entre a quantidade de polinarios
depositados e polinarios removidos. O sucesso masculino (razdo entre flores com o
polinario removido e nimero total de flores contadas) e o sucesso feminino (razdo entre
flores com o polinario depositado e nimero total de flores) também foram mensurados

(Parra-Tabla et al. 2000).

Testes prévios para identificar o sistema reprodutivo foram realizados em flores

intactas no ambiente natural e ensacadas em tecido voile. Devido a baixa
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disponibilidade de flores intactas foram utilizadas duas flores para autopolinizagdo
induzida, duas flores para polinizagdo cruzada e trés flores para autopolinizagédo
espontdnea. Foi medida também a eficécia reprodutiva (ER = % frutos formados em
condicdes naturais / % frutos formados por polinizagdo cruzada) (Zapata & Arroyo

1978).

Resultados e discussao

Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F. Barros ocorre como epifita ha campinarana
formando pequenas aglomeragdes com poucos individuos. Seus pseudobulbos sdo
diminutos, ovoides e agrupados devido ao fato do rizoma ser quase que imperceptivel.
O pseudobulbo é ainda rodeado por folhas e em seu apice observa-se apenas uma folha
coriacea de formato eliptico. As flores originam-se da lateral dos pseudobulbos e s&o
solitarias, sendo que cada pseudobulbo pode produzir até cinco flores (Figura 2A). As
sépalas possuem formato eliptico e coloracdo amarelada e as pétalas sdo lineares e
também possuem a coloracdo amarelada. O labelo é trilobado, de coloracdo vinho
escuro e possui uma calosidade onde se pode observar a producdo de uma substancia
que o impregna. O ginostémio possui a coloracdo creme e comporta um polinario
composto por dois pares de polineas amarelas e de tamanhos diferentes. O fruto é

esverdeado e alongado.

Sua floracdo ocorreu no periodo chuvoso, entre o final de dezembro até o inicio
de fevereiro, periodo este que difere daquele apresentado por Braga (1977), tendo
observado a floracdo da espécie para o0 mesmo local entre abril e maio. Assim nota-se

um adiantamento e sincronizacao da abertura das flores com periodo chuvoso. Este fato
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pode estar relacionado ao maior nimero de insetos polinizadores, que sdo mais ativos
neste periodo e/ou podem ocorrer apenas neste periodo ou simplesmente apresentam um
aumento na sua populacdo (Agostini e Sazima 2003; Ferreira et al. 2010). Pode-se
inferir também neste caso que o florescimento neste periodo esteja ligado com o menor
estresse que a espécie sofre pelo fato da disponibilidade hidrica ser maior, o que permite
melhor investimento na formacdo de flores e frutos, processos que demandam grande

quantidade de energia.

Observa-se de uma a cinco flores abertas por dia em cada pseudobulbo. A antese
se inicia por volta das 5:30 horas para estarem totalmente abertas as 6:30 horas as 7:00
horas da manha. Neste momento o estigma ja se encontra receptivo a partir do teste de
receptividade com o peroxido de hidrogénio. Néao foi possivel detectar odor por meio da
avaliacdo subjetiva, mas podem-se observar pequenas pontuacdes avermelhadas nas
pétalas e sépalas (evidenciadas pelo vermelho neutro), indicando possivelmente a
presenca do osmoforos. Nas orquideas, os osmoforos sdo ricos em substancias lipidicas
e sdo os produtores do perfume em si (Swanson et al., 1980; Pridgeon e Stern 1983).
Em determinados casos, a fragrancia floral comumente atua como um atrativo floral
secundario que anuncia a presenca de determinada recompensa floral aos visitantes

florais (Faegri & van der Pijl 1979, Proctor et al. 1996).

ApoOs a exposicdo das flores & atmosfera de amoénio, foi notado um leve
escurecimento em partes das sépalas e pétalas, predominando a coloracdo amarelada.
Foi notado também um clareamento na coloracdo do labelo. De acordo com Braga
(1976), algumas espécies de Orchidaceae possuem reflexdo do ultravioleta na

calosidade do labelo, corroborando com o clareamento de tal estrutura que secreta uma
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substancia na presente espécie. E possivel dizer que o padrdo de ultravioleta influencia
de forma significante na visdo dos insetos, atuando principalmente a curta distancia

como indicativo de determinada recompensa floral (Barth 1991).

Ate entdo o polinizador de Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F. Barros era
desconhecido. Braga (1977) tentou elucidar esta questdo, porém ndo observou nenhum
visitante. Durante as observagOes focais foi documentada apenas a visita de Trigona
williana Friese em suas flores, sendo considerada como espécie polinizadora efetiva
(Figura 2B). As visitas ocorrem no periodo da manha se iniciaram com o pouso da
abelha na porcéo apical do labelo do qual € desarticulado, permitindo sua entrada na
flor. No interior da flor, a abelha realiza a coleta da substancia secretada pela calosidade
do labelo e ao término a mesma obrigatoriamente sai da flor em sentindo contrario, uma
vez que a concavidade e os lobos laterais do labelo impedem que a abelha se desloque
para os lados pelo fato de estarem voltados para cima. As sair, 0 seu dorso contata com
o viscidio do polinario onde ficam depositadas e ao visitar outra flor as polineas podem
ou ndo serem depositadas uma vez que foram observadas abelhas com mais de um

polinario aderido no dorso, local de dificil limpeza por parte da abelha.

Observa-se que a espécie ¢ uma polinizadora eficiente, pois remove as polineas
de uma grande quantidade de flores, assim como realiza a sua deposi¢cdo, sendo que
cerca de 58,82% das polineas removidas sdo depositadas na cavidade estigmatica, o que
reflete em uma significante eficiéncia na transferéncia polinica (Tabela 1). Assim como
para Trigona williana Friese, Pansarin e Amaral (2006) observaram Trigona spinipes
Fabricius carregando de trés a quatro pares de polineas de uma s6 vez, o que reflete em

um alto sucesso reprodutivo masculino. Roubik (2000) ressalta também que a fixacdo
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das polineas em determinadas partes do corpo da abelha, como por exemplo, na regido
dorsal do torax, € um meio eficaz de garantir o transporte do p6len até outra flor sem ser

perdida durante a limpeza corporal.

Espécies de Trigona ja foram observadas como polinizadoras efetivas de outras
Orchidaceae, como para Neuwiedia veratrifolia Blume e Psilochilus modestus Barb.
Rodr. que sdo polinizadas ap6s a coleta de pdlen (Okada et al. 1997, Pansarin e Amaral
2008), para Oncidium ascendens Lind. polinizada apds a coleta de resina (Parra-Tabla
2000), para Polystachya concreta (Jacq.) Garay & H.R. Sweet e Polystachya
estrellensis Rchb. f. apds a coleta de pseudopdlen (Pansarin e Amaral 2006) e para
Maxillaria ochroleuca Lodd. ex Lindl. apos a coleta de tricomas do labelo (Singer e
Koehler 2004). Assim nota-se que Trigona € um género importante na polinizagdo de
diversas espécies ndo relacionadas de Orchidaceae e que exploram uma série de

diferentes recursos florais.

Considerando que a substancia produzida ndo foi analisada é possivel que a
mesma esteja sendo utilizada na sua alimentacdo se possuir constituicdo proteica, pois 0
polen e néctar que sdo essenciais alimentos das abelhas sdo fontes de proteina e agucar
para a sua dieta alimentar (Marque-Souza et al. 1996). Em algumas espécies de
Maxillariinae foi observado que os tricomas sdo ricos em amido, lipidos e proteinas e,
portanto, podem ser utilizados pelos polinizadores para sua alimentacdo, alimentacao
das larvas ou para a constru¢do do ninho (Davies e Winters 1998). Em Heterotaxis
violaceopunctata (Rchb. f.) F. Barros observa-se que a secrecdo do labelo possui
polissacarideos (Davies et al. 2003) que pode ser utilizada na alimentacdo por parte das

abelhas, fato que pode ocorrer para Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F. Barros.
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Por outro lado, esta substancia pode ser uma resina utilizada para a construcéo
de ninhos, assim como ocorre com Oncidium ascendens Lindl. que é uma espécie
polinizada por Trigona nigra Cresson ao realizar a coleta de resina para construir seus
ninhos (Parra-Tabla et al. 2000). Além do mais, na subtribo Maxillariinae os seus
representantes possuem como recompensas florais conhecidas o néctar, tricomas
alimenticios e as resinas o que reforca esta Gltima sugestdo (Singer e Koehler 2004;
Davies e Stipczynska 2012). Esta resina pode estar sendo secretada por papilas
uniseriadas que € umas das formas de secrecdo apresentada para o género (Davies e

Turner 2004, Davies e Stipczynska 2012).

A eficécia reprodutiva de H. supérflua foi de 1,02. Os testes para a identificagéo
do sistema reprodutivo da espécie indicam que ela é autocompativel, porém nao forma
frutos espontaneamente (Tabela 2). Este fato € observado para muitas espécies de
orquideas, mas devido a presenca de algumas barreiras a polinizacdo cruzada é
favorecida, tornando a autogamia um processo raro entre muitas espécies (van der Pijl e
Dodson 1966). Em Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F. Barros, como em outras espécies,
observa-se a presenca do rostelo que funciona como uma barreira mecénica, impedindo
0 contato das polineas com o estigma o que impossibilita a formacdo espontanea de
frutos. Assim seria necessaria a presenca de um agente polinizador para a realizacdo de
sua autopolinizacdo. Em condic6es naturais foi observada uma boa taxa de formacéao de
frutos onde cerca de 50% das flores formam frutos (Tabela 2) comprovando a eficiéncia

da Trigona williana Friese como polinizadora efetiva.
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Figura 1. Localizacdo da area de estudo — Reserva Biologica de Campina. Fonte:

Madergan (2007).

Figura 2. A —Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F.Barros (Barra = 1,5 cm); B — Trigona
williana Friese com as polineas de Heterotaxis superflua (Rchb. f.) F. Barros aderidas

em seu dorso (Barra =1 mm).
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Tabela 1. Porcentagens da eficiéncia do polinizador de Heterotaxis superflua (Rchb. f.)
F. Barros na Reserva Biologica de Campina no ano de 2012. SRM = Sucesso
reprodutivo masculino; SRF = Sucesso reprodutivo feminino; e ETP = Eficiéncia na

transferéncia de pdlen.

Calculo / Porcentagem

SEM (34* / 39***) x 100 = 87,18%
SRF (20** / 39***) x 100 = 51,28%
ETP (20** / 34*) x 100 = 58,82%

*Polinarios removidos; ** Polinarios depositados; *** Total de flores. / Obs.: cinco

flores intactas.
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Tabela 2. Porcentagens de frutificagdo em cada um dos testes relacionados ao sistema
reprodutivo e em condigdes naturais e eficicia reprodutiva de Heterotaxis superflua

(Rchb. f.) F. Barros no ano de 2012.

Tratamentos Frutificacdo (Frutos/flores)
Autopolinizagdo induzida 50% (1/2)
Polinizag&o cruzada 50% (1/2)
Autopolinizacao espontanea 0% (0/3)
Condigdes naturais 51,28 % (20/39)
Eficacia reprodutiva 51,28% / 50% = 1,02
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Krahl, A.H. & Webber, A.C. Polinizacdo de
Camaridium ochroleucum Lind. (Orchidaceae;
Maxillariinae). Manuscrito formatado para

Rodriguésia.

77



Polinizagdo de Camaridium ochroleucum Lind. (Orchidaceae; Maxillariinae)*

Amauri Herbert KRAHL?* & Antonio Carlos WEBBER?®

'Parte da dissertacdo de mestrado do primeiro autor.

?Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA, Programa de Pés-Graduacdo em
Boténica, Departamento de Botéanica, Av. André Araljo, 2936, Aleixo, Manaus, AM —

69.060-001.

Universidade Federal do Amazonas — UFAM, Departamento de Biologia — ICB, Bloco E,

Av. Gal. Rodrigo Otavio Jorddo Ramos, 3000, Manaus, AM — 69.077-000.

*Autor para correspondéncia; amaurikrahl@hotmail.com

78



Resumo: O presente trabalho descreve a biologia floral e a polinizagdo de Camaridium
ochroleucum Lindl. Ocorre como epifita em &rvores e troncos caidos na campina aberta e na
campinarana formando grandes aglomerados de individuos, todavia individuos isolados
também podem ser observados. Possui grande quantidade de osmoforos localizados no labelo.
Com o hidroxido de aménio o labelo adquiriu coloracéo intensa coloragdo amarela. Melipona
illustris e Trigona fulviventris sdo os visitantes florais capazes de remover as polineas.
Dependendo do local que o polinario fica depositado estas espécies sao capazes de removeé-las
durante a limpeza corporal. Pilhadores de pdélen também foram observados, tais como,
Tetragona handlirschii e Apidae 1. A espécie demonstrou-se autoincompativel e possui baixa

taxa de frutificacdo em meio natural.

Palavras chave: Maxillarinae, Melipona, Trigona, tricomas alimenticios.

Abstract: This paper describes the floral biology and pollination of Camaridium
ochroleucum Lindl. It is an epiphyte on trees and fallen logs in campina and campinarana
forming large clusters of individuals, however isolated individuals can also be observed. It
has many of osmophores located on the lip. With ammonium hydroxide the lip acquired an
intense color yellow. Melipona ilustris and Trigona fulviventris are flower visitors able to
remove the pollinia. Depending on where deposited these species are able to remove the
pollinarium during body cleaning. Pollen thieves were also observed, such as Tetragona
handlirschii and Apidae 1. The species is self-incompatible and has low fruit set in natural

conditions.

Keywords: Maxillarinae, Melipona, Trigona, trichomes food.
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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae esta representada por cerca de 800 géneros e 24.000 espécies
(Dressler 2005; Fay & Chase 2009), das quais 2.419 espécies distribuidas em
aproximadamente 235 géneros estdo presentes no Brasil (Barros et al. 2010). A Amazonia
brasileira conta com aproximadamente 709 espécies de Orchidaceae distribuidas em 131
géneros (Silva & Silva 2004), das quais 115 espécies, 64 géneros e um hibrido natural
ocorrem em regifes de campinas, formacao vegetal tipica da regido amazdnica (Braga 1977,

Braga 1982).

Diante desses numeros, € notavel a necessidade de novos estudos que enfoquem o0s
mecanismos de polinizacdo das orquideas amazénicas uma vez que poucas espécies foram
alvos de estudo, totalizando 32 especies (e.g. Braga 1977; Jirgens et al. 2009; Storti et al.
2011). Neste sentido as orquideas possuem grande destaque quando levamos em consideracéo
a sua morfologia floral, da qual as tornam objetos de estudo apropriados para tais observacdes
(Dressler, 1993; Singer 2001), além da evidente especializacdo aos polinizadores que foi um

dos fatores que permitiu a diversificacdo da familia (Graveendel et al. 2004).

No geral, dentre os polinizadores ja registrados em Orchidaceae, destacam-se as
abelhas que sdo responsaveis pela polinizacdo de mais da metade das espécies que possuem
seus visitantes florais registrados (van der Pijl & Dodson 1966). Estes visitantes exploram
uma variedade de recursos florais oferecidos pelas espécies ou simplesmente sao atraidos por
engano, onde se estima que um terco das espéecies de Orchidaceae sejam polinizadas por
engano (Ackerman 1986; Nilsson 1992; Borba & Braga 2003; Pansarin et al. 2008; Pansarin

2008).

Dentre aquelas espécies que oferecem algum recurso floral, podemos mencionar como

recompensa o polen (Gregg 1991; Inoue et al. 1995; Okada et al. 1996; Kocyan & Endress
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2001; Pansarin & Amaral 2008), pseudopdlen (Pansarin & Amaral 2006), produtos quimicos
de fragréncias ou compostos aromaticos (6leos volateis) (Dressler 1981; Pansarin & Amaral,
2009), 6leos florais (Pansarin & Pansarin 2010), 6leos comestiveis, resinas, pélos alimenticios
(van der Pijl & Dodson 1966) e principalmente o néctar que é o mais comum e difundido (van
der Pijl & Dodson 1966; Dressler 1981; Smidt et al. 2006; Pansarin & Amaral 2008; Aguiar

etal., 2011).

A subtribo Maxillariinae possui aproximadamente 600 espécies neotropicais que
oferecem néctar, tricomas (pélos alimenticios) e resinas como recompensas florais aos seus
polinizadores (Singer & Koehler 2004; Davies & Stipczynska 2012). Na Amazonia brasileira,
nove espécies pertencentes a Maxillariinae foram estudadas por Braga (1977), das quais oito
possuem o mecanismo de polinizacdo e os visitantes florais desconhecidos. O presente

trabalho descreve a biologia floral e a polinizagcdo de Camaridium ochroleucum Lindl.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

As observacdes foram conduzidas em uma campina da Reserva Bioldgica de Campina
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA, a qual esta localizada no km 44 da
BR 174, que liga Manaus a Boa Vista, e proxima a Estacdo Experimental de Silvicultura
Tropical do INPA localizada no km 41. Possui 900 ha de extenséo territorial total, sendo que
3 ha correspondem a area de campina, 150 ha de campinarana e o restante correspondendo a
floresta de terra firma (Luizdo 1995) (Figura 1). No presente estudo, as observacdes foram
feitas apenas e area de campina. A precipitacdo nesta area € mais intensa no periodo de

dezembro a maio, e entre junho e novembro ocorre menor quantidade de chuva (Braga 1977).
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Na campina a temperatura do ar varia de 24° a 27° C podendo alcangar méxima de 38° C e
minima de 18° C, e na campinarana varia de 23,3° C e 26° C alcancando minima de 19° C e
maxima de 33° C (Ribeiro & Santos 1975). A umidade do ar varia de 81% a 90% na campina
e na campinarana observa-se a variacdo de 91% a 97% (Ribeiro & Santos 1975, Luizédo
1995). O clima no local é do tipo Afi segundo a classificacdo de Kdppen, em que se considera
um clima tropical praticamente sem inverno com a temperatura média do més mais frio nunca
inferior a 18 °C, porém ha oscila¢des anuais na temperatura média e chuvas durante o ano
todo sem apresentar verdo ou inverno bem definidos (Storti et al. 2011). O solo pobre em
nutrientes e acido € composto por sedimentos que datam do terciario e do quartenario que sdo
depdsitos de areias quartzosas distroficas (Ranzani 1980). Dentro da area de campina a
temperatura do solo varia de acordo com a ausencia ou presenca de vegetacdo, sendo que em
lugares expostos a temperatura da areia varia de 25,6° C a 42,3° C, em solo semicoberto
composto por areia e liquens a temperatura varia de 23,6° C a 32,4° C e em solo sob vegetacéo
observa-se uma variacdo de 23,3° C a 29,4° C (Ribeiro & Santos 1975). A vegetacdo situada
sobre solo arenoso branco é classificada como campina aberta, a qual apresenta uma
vegetacdo raquitica e de baixo porte com escleromorfismo acentuado, além de ser possivel
observar machas de solo exposto com penetracdo excessiva de luz. Desta forma, ha o
agrupamento de planta formando ilhas de vegetacdo, podendo ocorrer de forma continua, mas
a vegetacdo mantem as mesmas caracteristicas. Na campinarana as espécies arboreas que
compdem a vegetacdo apresentam porte bem mais desenvolvido, podendo alcancar cerca de
30 metros de altura. No solo observa-se uma camada espessa de raizes que ajudam a acumular

a serrapilheira. (Anderson 1981, Braga 1982).
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Caracterizacao morfoldgica e biologia floral

A caracterizacdo morfologica das partes florais foi realizada a partir de flores
conservadas em &lcool a 70%, as quais foram analisadas em um esteromicroscépio. O
material testemunho encontra-se depositado na colecdo do herbéario do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazbnia (INPA). A caracterizacdo da antese foi feita por meio do
acompanhamento da abertura dos botGes florais até a sua senescéncia. Durante este processo
foram feitas observacdes referentes ao periodo de receptividade do estigma, horario de

emissdo de odor e remocao e deposicdo de polinarios na cavidade estigmatica.

Um total de cinco flores foram coletadas para a realizacdo de cortes anatdmicos
frescos feitos a méo livre em laboratorio para a caracterizacdo geral da anatomia dos tricomas
presentes no labelo da espécie. Foram realizadas sec¢des transversais nesta regido com o
auxilio de laminas e micrétomo manual. Estes cortes foram clarificados com hipoclorito de
sodio (Kraus & Arduin 1997), coloridos com Azul de Astra e Safranina (proporcdo 9:1)
(Bukatsch 1972) e montados em gelatina glicerinada contendo fenol (Kaiser 1880) para
observacdo em microscépio optico. Testes histoquimicos foram realizados a partir de seccdes
transversais de material fresco para as seguintes substancias: sudan Ill para lipidios totais
(Gabe 1968) e «xilidini ponceau para proteinas (O’Brien & McCully 1981). As
microfotografias foram obtidas em microscopio Zeiss com camera Canon PC1252 acoplada

no laboratdrio de Botanica Agro-florestal da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

A receptividade do estigma foi testada em flores recém abertas e intactas por meio da
adicdo de gotas de peroxido de hidrogénio na superficie estigmatica (Kearns & Inouye 1993;
Dafni & Maués 1998). Os osmoforos foram detectados por meio da imersdo de cinco flores
em um frasco contendo vermelho neutro (1:10000) por aproximadamente 15 minutos com

posterio lavagem em agua corrente (Kearns & Inouye 1993). Os pigmentos que refletem luz
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ultravioleta foram identificados atraves da fixacdo de cinco flores em atmosfera de amonio

por aproximadamente cinco minutos (Scoogin et al. 1977).

Visitantes florais e mecanismo de polinizacao

As observagOes referentes aos visitantes florais e mecanismo de polinizagdo foram
realizadas entre 24 de janeiro de 2012 e 03 de fevereiro de 2012 e entre 21 de janeiro de 2013
e 26 de janeiro de 2013, entre o periodo de 07:00h e 12:00h, totalizando 80 horas de
observacdes. Foi anotado o horario de atividade dos visitantes florais e o mecanismo de
polinizacdo dos polinizadores da espécie em questdo. N&o foram feitas observagdes noturnas,
contudo possiveis polinizagdes noturnas foram investigadas por meio da marcagdo de
individuos com flores intactas no final das observacdes para posterior conferéncia na manha
seguinte quanto a remocéo e deposicao de polinarios. Os visitantes florais foram capturados
apos realizarem a interacdo com as flores, sendo encaminhando para identificacdo por
especialista para posterior deposito na colecdo entomologica do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazoénia (INPA).

A eficiéncia dos polinizadores foi medida por meio da proporcéo e relacdo de polineas
removidas e depositadas na populacdo. Assim, o sucesso masculino foi mensurado através da
razdo entre a quantidade de flores com o polinario removido e o namero total de flores. Da
mesma forma, o sucesso feminino foi medido por meio da razédo entre o nimero de flores com
0 polinario depositados na cavidade estigmatica e o namero total de flores. A eficiéncia na
transferéncia polinica foi avaliada através da relacdo entre polinarios depositados e polinarios

removidos (Parra-Tabla et al. 2000).
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Sistema reprodutivo e polinizagdo aberta

Para identificacdo do sistema reprodutivo, botdes florais foram ensacados para a
realizacdo de polinizagdes manuais em campo. Os tratamentos consistiram em
autopolinizacdo induzida, autopolinizacdo espontanea e polinizacdo cruzada. Todos o0s testes
foram feitos em as com botdes florais previamente ensacados e isolados e permaneceram
isolados apds a realizagcdo dos tratamentos até a formacdo ou ndo de frutos a fim de evitar
qualquer contato com possiveis agentes polinizadores (Kearns & Inouye 1993). A frutificacdo
em condigdes naturais (polinizagdo aberta) foi determinada por meio de flores marcadas em
toda a populacdo e monitoradas durante todo o periodo de floracdo para a verificagcdo de
frutos formados. O sucesso reprodutivo pré-emergente foi medido através da relagédo entre a
quantidade de frutos formados e flores amostradas. Foi medida também a eficacia reprodutiva
(ER = % frutos formados em condi¢des naturais / % frutos formados por polinizacdo cruzada)

(Zapata & Arroyo 1978).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Camaridium ochroleucum Lindl. ocorre como epifita em arvores e troncos caidos na
campina aberta e na campinarana formando grandes aglomerados de individuos, todavia
individuos isolados também podem ser observados. Possui rizoma longo tornando os
pseudobulbos de formato eliptico distantes entre si e sdo observadas folhas dispostas
disticamente rodeando o pseudobulbo e uma a duas folhas em seu apice. As flores (Figura
2A) possuem sépalas lanceoladas e pétalas elipticas e de coloracdo branca. O labelo é
trilobado, branco com o centro branco e possui tricomas papilosos de coloracdo amarela e
marrom. O ginostémio é curto e a antera é globosa composta por um polinario que comporta

dois pares de polineas esbranquigadas.
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Seu florescimento ocorreu de janeiro até o comeco de margo e apresentou pequenos
picos (cerca de dois dias) de floracdo durante este periodo, semelhante ao relatado por Braga
(1977) para a espécie. As flores surgem da insercdo de cada folha que se dispde de forma
distica no pseudobulbo, sendo que cada individuo pode produzir até sete flores por frente de
crescimento. Observa-se que cada frente de crescimento exibe em média 2,07 + 0,95 flores
abertas por dia (Nfrentes = 96; Niiores = 199; Max = 5; Min = 1), das quais possuem duragdo de
no maximo dois dias quando intactas e de um dia quando o polinario é removido no primeiro

dia de abertura.

A abertura das flores se iniciou por volta das 5:30 horas e as flores exibiram abertura
total das pecas florais entre 7:00 horas e 7:30 horas e ficaram abertas até por volta de 11:00
horas e 12:00 horas, onde ficaram entreabertas para abrirem-se no dia seguinte quando
intactas. Assim a polinizacdo ocorre de forma obrigatoria no periodo da manhd. No momento
de abertura das flores o estigma ja se encontrava receptivo e foi possivel perceber um aroma
forte e adocicado que se estendeu até o fechamento das flores e ficou mais forte com a

incidéncia dos raios solares.

Com o teste de vermelho neutro notou-se que as sépalas e pétalas adquiriram leves
manchas avermelhadas e o labelo tornou-se avermelhado intensamente, indicando uma alta
concentracdo de osmodforos nesta regido da flor (Figura 2B). Os osmoforos sdo ricos em
substancias lipidicas que sdo provavelmente 0s precursores ou 0s perfumes em si e considera-
se a fragrancia floral como um atrativo floral secundario que anuncia a presenca de
determinada recompensa floral aos visitantes florais (Faegri & van der Pijl 1979; Swanson et

al., 1980; Pridgeon & Stern 1983; Proctor et al. 1996).

Apos a fixacdo das flores no hidroxido de aménio observou-se que todas as pecas

florais ficaram amareladas sendo que o labelo adquiriu uma coloracdo amarelada mais intensa
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com o0 seu centro mais escurecido (Figura 2C). Barth (1991) ressalta que o padrdo de
ultravioleta influencia de forma significante na visao dos insetos e age principalmente a curta

distancia como indicio da presenca de determinada recompensa floral.

Assim € possivel inferir que as flores de Camaridium ochroleucum Lindl. possuem
formas de atracdo aos seus polinizadores indicando a localizacdo do recompensa floral
(tricomas alimenticios). Estas formas de atracdo se resumem a alta concentracdo de osmoforos
e a maior presenca de pigmentos que refletem o ultravioleta no labelo devido a coloracéo,
respectivamente, mais avermelhada e mais amarelada. E sugerido que os tricomas peculiares
de Camaridium ochroleucum Lindl. possam ser colhidos por polinizadores, embora a analise
quimica e observacOes de polinizacdo sdo necessarias para esclarecer este assunto (Singer &
Koehler 2004). Em algumas espécies foi observado que os tricomas sdo ricos em amido,
lipidos e proteinas e, portanto, eles podem ser usados pelos polinizadores para sua
alimentacdo, alimentar as larvas ou para a construcao do ninho (Davies & Winters 1998). Na
espécie estes tricomas sdao multicelulares e apresentam a epiderme ornamentada (Figura 3A).
A histoquimica demonstrou a presenca de goticulas de lipidio em seu interior corroborando
com a afirmacdo apontada anteriormente (Figura 3B). Ja para ara proteinas o teste foi

negativo.

Durantes as observacdes foram registradas visitas de Melipona illustris nas flores de
Camaridium ochroleucum Lindl. As visitas ocorreram entre 8:00 horas e 10:00 horas e a
frequéncia de visitacdo foi baixa (cerca de dois registros no dia). A visita se iniciou com o
pouso no apice do labelo e em seguida a abelha se dirigiu ao interior da flor para a coleta dos
tricomas presentes na base do labelo (Figura 3D). Ao recuar na flor o inseto toca com o dorso
no viscidio do polinario e neste momento elas sdo depositadas. Além desta espécie foi

registrada também a visita de Trigona fulviventris Guérin (Figura 2A) que realizou 0 mesmo
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comportamento de Melipona illustris aléem de realizar visita a flores entreabertas. Suas visitas
ocorrem também entre 8:00 horas e 10:00 horas e sempre eram vistas rodeando as flores,

porém visitando-as muito pouco (cerca de uma a duas visitas no dia).

Ambas as espécies de abelhas podem eventualmente atuarem como pilhadoras de
poélen, uma vez que apdés 0 momento que ocorre a deposi¢do das polineas no dorso das
espécies, elas podem realizar a limpeza corporal, removendo e transferindo para o ultimo par
de pernas, sendo assim € caracterizado o uso indireto do pdlen. E possivel notar também que
se trata de espécies polinizadoras ineficientes na remocao dos polindrios, mas que possuem
uma boa eficiéncia para transferir o polen, ou seja, depositar na cavidade estigmatica (Tabela

1).

Espécies de Melipona ja foram documentadas como visitantes e polinizadores de
espécies de orquideas como Polystachya estrellensis Rchb. f. apos a coleta de pseudopdlen
(Pansarin & Amaral 2006) e para Psilochilus modestus Barb. Rodr. apos a coleta de polen
(Pansarin e Amaral 2008), recursos estes utilizados para a alimentacdo. Resende et al. (2008)
documenta também individuos de Melipona capixaba Moure & Camargo com polineas de
provaveis Maxilariinae fixadas no escutelo, mesmo local em que é fixada as polineas de
Camaridium ochroleucum Lindl. em Melipona illustris. Roubik (2000) ressalta também que a
fixacdo das polineas em determinadas partes do corpo da abelha, como por exemplo, na
regido dorsal do torax, € um meio eficaz de garantir o transporte do pdlen até outra flor sem
ser perdida durante a limpeza corporal. Mas no caso de Melipona ilustris as polineas nédo
serdo removidas se depositadas no porcdo ventral do escutelo, uma vez que a espécie

consegue realizar a limpeza em certas partes do escutelo.

Para Trigona fulviventris Guérin ja foi documentada sua visita as flores de espécies de

lonopsis (Roubik 2000). De uma forma geral espécies de Trigona ja foram observadas como
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polinizadoras efetivas de outras Orchidaceae, como para Neuwiedia veratrifolia Blume e
Psilochilus modestus Barb. Rodr. que sdo polinizadas ap6s a coleta de polen (Okada et al.
1997, Pansarin & Amaral 2008), para Oncidium ascendens Lindl. polinizada ap6s a coleta de
resina (Parra-Tabla 2000), para Polystachya concreta (Jaqc.) Rchb. f. e Polystachya
estrellensis Rchb. f. apés a coleta de pseudopdlen (Pansarin & Amaral 2006) e para
Maxillaria ochroleuca Lodd. ex Lindl. apds a coleta de tricomas do labelo (Singer & Koehler
2004). Assim nota-se que Trigona é um género importante na polinizacdo de diversas
espécies ndo relacionadas de Orchidaceae e que exploram uma série de diferentes recursos

florais.

Eventuais pilhadores de pdlen, tais como Tetragona handlirschii Friese (Figura 3B) e
Apidae 1 (Figura 3C), foram raramente observados aproveitando-se da facilidade com que a
capa das polineas possa se removida expondo-as além de realizarem a sua alimentagdo com o0s
tricomas alimenticios. Com as polineas expostas, estas espécies realizam a sua dilaceragéo e
as transferem para o ultimo par de pernas. Estas espécies nao realizam a polinizacdo, apenas
desempenham a eventual coleta do pdlen. As suas visitas ocorreram entre as 8:00 horas e
10:00 horas e permaneceram na flor até todo o polen ter sido recolhido. Além deste, foi
observada a visita de Tetragona goettei Friese sem indicios da realizacao da polinizacdo ou de

coleta de recurso floral.

Dentre as recompensas mencionadas para Orchidaceae, o polen é o mais raro (van der
Pijl & Dodson 1966) e esta disponivel como recurso apenas em representantes de Apostasia e
Neuwiedia (Inoue et al. 1995; Okada et al. 1996; Kocyan & Endress 2001). Para a subfamilia
Apostasioideae, que inclui os géneros mencionados, o oferecimento de polen foi feito com
base na morfologia da flor, contudo observacbes diretas ndo foram feitas em algumas

espécies, como para Apostasia (Vogel 1981). Ha também a coleta do pélen como recuso para
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outros géneros como, por exemplo, Psilochilus (Pansarin & Amaral 2008). Existe ainda a
utilizagdo do pdlen por meio da coleta indireta que j& foi mencionada para espécies de
Cleistes (Gregg 1991; Pansarin 2003). Esta utilizacdo do pdlen por parte dos polinizadores
destas espécies € possivel devido o pdlen ndo se apresentar aglutinado em polineas (Gregg
1991, Inoue et al. 1995; Okada et al. 1996; Kocyan & Endress 2001; Pansarin 2003; Pansarin
& Amaral 2008), fato este que ndo esta presente em Maxillariinae (Dressler 1993; Singer &

Koehler 2004).

A eficacia reprodutiva de C. ochroleucum foi de 0,11. Os testes realizados para
investigar o sistema reprodutivo demonstrou que a espécie € autoincompativel, necessitando
obrigatoriamente da polinizagdo cruzada, o que favorece a populacdo, pois aumenta a
variabilidade genética. Consequentemente ndo houve a formacdo de frutos por
autopolinizacdo espontanea (Tabela 2). A autoincompatibilidade ja foi registrada para
Maxillariinae, como por exemplo, para Mormolyca ringens (Lindl.) Schltr. (Singer et al.
2004), mas ha a existéncia de espécies autocompativeis, como Trigonidium obtusum Lindl.
(Singer 2002). A espécie possui baixa taxa de frutificacdo em condi¢des naturais, assim como
apresentado por muitas outras espécies de orquideas (Tabela 2). Isto pode ser explicado pela
baixa eficiéncia dos polinizadores na remocéo de polinario, resultando em uma baixa taxa de
sucesso reprodutivo masculino (remoc¢do de polineas). Contudo, muitos frutos podem ser
perdidos até o seu amadurecimento por diversos fatores, tais como, mecanismos de

incompatibilidade, ataque por patégenos, herbivoria, predacéo, entre outros (Ackerman 1989).
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Figura 1: Localizacdo da &rea de estudo — Reserva Biolégica de Campina. Fonte: Madergan

(2007).

Figura 2: A — Camaridium ochrloeucum Lindl; B — Teste de vermelho neutro; C — Teste com

hidréxido de amonio.

Figura 3: Anatomia dos tricomas das flores de Camaridium ochrloeucum Lindl; A —

Anatomia geral do tricomas; B — Teste de lipidios nos tricomas.

Figura 4: A — Visita de Trigona fulviventris Guérin; B — Coleta de pdlen por Tetragona
handlirschii Friese; C — Coleta de pdlen por Apidae 1; D — Tricomas alimenticios do labelo de

Camaridium ochrloeucum Lindl.
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Tabela 1. Porcentagens da eficiéncia do polinizador de Camaridium ochroleucum Lindl. na
Reserva Bioldgica de Campina 2013. SRM = Sucesso reprodutivo masculino; SRF = Sucesso

reprodutivo feminino; e ETP = Eficiéncia na transferéncia de pdlen.

Calculo / Porcentagem

SRM (29* / 168***) x 100 = 17,26%
SRF (17** | 168***) x 100 = 10,12%
ETP (17** / 29%) x 100 = 58,62%

*Polinarios removidos; ** Polinarios depositados; *** Total de flores. / Obs.: 122 flores

intactas.
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Tabela 2. Porcentagens de frutificagdo em cada um dos testes relacionados ao sistema

reprodutivo e em condicfes naturais e eficacia reprodutiva de Camaridium ochroleucum

Lindl. no ano de 2012.

Tratamentos

Frutificacdo (Flores/frutos)

Autopolinizagdo induzida 0% (0/4)
Polinizag&o cruzada 75% (3/4)
Autopolinizacdo espontanea 0% (0/4)

Condigdes naturais

8,16 % (24/294)

Eficacia reprodutiva

8,16% / 75% = 0,11
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Resumo: Objetivou-se relatar aspectos da biologia reprodutiva, complementar informacdes e destacar
mudancas que ocorreram para Ornithidium rigidum. O labelo da espécie possui uma calosidade e para os
testes histoquimicos houve positividade para alcaldides, amido, lipidios, mucilagem e proteina. Possui
osmoéforos em maior quantidade na regido mediana do labelo e para o hidroxido de aménio a flor adquiriu
coloracdo amarelada em especial o labelo. E visitada por Polybia bistriata que coleta uma substincia
produzida na calosidade do labelo da qual provavelmente € utilizada na alimentacdo. InteracGes
antagonistica também foram observadas, tais como a herbivoria das flores por formigas cortadeiras, no
que resultou em taxa nula de frutificagdo em meio natural. Por meio das polinizagcdes controladas a

espécie se demonstrou autoincompativel.

Palavras chave: Maxillariinae, Polybia, Vespidae, populagdo em risco.

Abstract: The objective was to describe the reproductive biology, complementary information and
highlight changes that occurred to Ornithidium rigidum (Barb. Rodr.) MABlanco & Ojeda. The lip of the
species has a callus and histochemical tests were positive for alkaloids, starch, lipid, protein and
mucilage. It has osmophores in greater quantity in the midline of the lip and the flower turned yellowish
with ammonium hydroxide, especially on the lip. It is visited by Polybia bistriata which collects a
substance produced in the callus of the lip which is probably used for food. Antagonistic interactions were
observed, such as herbivory of flowers by ants, which resulted in no fruit in the wild. However, controlled

pollinations showed the species is self-incompatible.

Keywords: Maxillariinae, Polybia, Vespidae, population at risk.
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Introducéo

Ao se analisar atentamente a morfologia floral é possivel dizer que as orquideas sdo objetos de
estudo adequados para a realizacdo de observagOes referentes a biologia floral e polinizagdo em um
ambito geral (Singer 2001). Pelo fato das orquideas possuirem polinarios, como em Epidendroideae, a
retirada e deposicdo das polineas por um determinado agente polinizador pode ser com facilidade
acompanhada e visualizada, o que permite aferir a auténtica eficiéncia deste dado visitante floral, além de

tornar processo de polinizacdo facilmente acompanhado em condigdes naturais (Dressler 1993).

Orchidaceae compreende a maior familia botanica com flor e compreender aproximadamente
25.000 espécies distribuidas em aproximadamente 850 géneros que ocorrem em quase todas as regides do
planeta, tendo a regido tropical grande destaque (Chase et al. 2003; Dressler 2005). No Brasil ocorrem
cerca de 2.437 espécies em cerca de 236 géneros (Barros et al. 2010), sendo que 709 espécies el131
géneros estdo presentes na Amazonia brasileira (Silva & Silva 2004).

Na Amazénia brasileira ocorre um complexo de vegetacdes e as orquideas estdo presentes em
diversos destes ambientes, mantendo-se em habitats especificos, como por exemplo, nas campinas
amazonicas, das quais possuem 115 espécies, 64 géneros e um hibrido natural (Braga 1982). Diversos
foram os trabalhos com orquideas desenvolvidos para esta formacgéo vegetacional da Amazonia brasileira
nas décadas de 70 e 80 até os dias de hoje, sendo que apenas trés trataram sobre 0s aspectos da biologia

reprodutiva das espécies até o momento (Braga 1977, Jurgens et al. 2009, Storti et al. 2011).

Dentre estes estudos, Braga (1977) estudou os aspectos relacionados a biologia reprodutiva de 31
espécies em uma campina e campinarana amazoénica, porem uma serie de informacGes gerais foram
apresentadas e consequentemente os polinizadores e os mecanismos de polinizacdo de algumas delas
foram dados como desconhecidos. Além disso, 0 sistema reprodutivo destas espécies também é
desconhecido. Nove espécies pertencentes a Maxillariinae foram estudadas por Braga (1977), das quais
oito possuem o mecanismo de polinizacdo e os visitantes florais desconhecidos. Além deste estudo,
podemos citar para a subtribo Maxillarinae apenas os trabalhos realizados por Singer (2002) e Singer et

al. (2004) que abordaram a polinizacao de Trigonidium obtusum e Mormolyca ringens respectivamente.

O género Ornithidium compreende cerca de 50 espécies (Blanco et al. 2007) e sdo escassas as
informacGes relacionadas aos polinizadores e mecanismos de polinizacdo para estas espécies, sendo
possivel citar apenas Braga (1977) que apresentou o mecanismo de polinizacdo de Ornithidium rigidum
(Barb. Rodr.) M.A.Blanco & Ojeda (=Maxillaria pendens Pabst). Contudo, neste trabalho ndo foram
abordados aspectos da biologia floral e sistema reprodutivo da espécie. Sendo assim, apds trés décadas e
meia do estudo realizado por Braga (1977), este trabalho teve como objetivo relatar aspectos da biologia

reprodutiva, complementar as informag0es e destacar mudangas que ocorreram para O. rigidum.
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Material e métodos

O trabalho de campo foi conduzido em uma area de campina da Reserva Biologica de
Campina do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia — INPA, a qual esté localizada no km 44 da BR
174. A reserva possui 900 ha, sendo que 3 ha correspondem a area de campina, 150 ha de campinarana e
0 restante correspondendo a floresta de terra firme (Luizdo 1995). No presente estudo, as observacoes
foram feitas exclusivamente em uma area de campina. A precipitacdo € mais intensa no periodo de
dezembro a maio, e entre junho e novembro ocorre menor quantidade de chuva (Braga 1977). A
temperatura varia de 24° a 27° C podendo alcancar maxima de 38° C e minima de 18° C e a umidade do ar
varia de 81% a 90% (Ribeiro & Santos 1975, Luizdo 1995). O clima é do tipo Afi segundo a classificacdo
de Koppen (1948). O solo ¢ &cido e pobre em nutrientes, sendo composto por sedimentos que datam do
terciario e do quartenario que sdo depdsitos de areias quartzosas distroficas (Ranzani 1980). Dentro da
area de campina a temperatura do solo varia de acordo com a ausencia ou presenca de vegetacao, sendo
que em lugares expostos a temperatura da areia varia de 25,6° C a 42,3° C, em solo semicoberto composto
por areia e liquens a temperatura varia de 23,6° C a 32,4° C e em solo sob vegetacdo observa-se uma
variacao de 23,3° C a 29,4° C (Ribeiro & Santos 1975). A vegetacéo situada sobre solo arenoso branco é
classificada como campina aberta, a qual apresenta uma vegetacdo raquitica e de baixo porte com
escleromorfismo acentuado, alem de ser possivel observar machas de solo exposto com penetracdo
excessiva de luz. Desta forma, hd o agrupamento de plantas formando ilhas de vegetacdo, podendo
ocorrer de forma continua, mas a vegetacdo mantem as mesmas caracteristicas (Anderson 1981, Braga
1982).

A caracterizacdo morfoldgica foi baseada em individuos da area estudada e o material testemunho
encontra-se depositado na colecdo do herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA).
Flores foram fixadas por 24 horas em FNT (Formalina Neutra Tamponada a 10%) e em seguida em alcool
a 70% para a realizacdo de corte anatdmicos, 0s quais foram corados com safrablau para a caracterizacao
da calosidade presente no labelo. A partir de flores frescas, foram feitos cortes anatdmicos na mesma
regido da calosidade e empregado 0s seguintes testes: reagente de Dittmar para alcaldides (Furr &
Mahlberg 1981), lugol para amido (Johansen 1940), sudan I11 para lipidios (Gabe 1968), acido tanico para
mucilagem (Foster 1934), vermelho de ruténio para pectinas (Langeron 1949), xilidini ponceau para

proteinas (O’Brien & McCully 1981) e vanilina cloridrica para taninos (Mace & Howell 1974).

Para testar a receptividade do estigma foi utilizado peroxido de hidrogénio (Kearns & Inouye
1993; Dafni & Maués 1998). Flores foram imersas em vermelho neutro (1:10000) por 15 minutos para a
deteccdo dos osmoforos (Kearns & Inouye 1993). Foi feita a fixacdo de flores em atmosfera de amonio

para detectar pigmentos que refletem luz ultravioleta (Scoogin et al. 1977).
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Durante a floragdo foram feitas observagdes referentes aos visitantes florais, ao mecanismo de
polinizagdo e interacBes antagonisticas a poliniza¢do. Os visitantes foram capturados, encaminhados a
especialistas para a identificacdo e encontram-se depositados na colecdo entomoldgica do Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

Para identificar o sistema reprodutivo da espécie foram realizados os seguintes teste em flores
intactas e isoladas na fase de bot&o floral: autopolinizacdo induzida, autopolinizagcdo esponténea,
geitonogamia e polinizacéo cruzada (Kearns & Inouye 1993). Por meio da marcacdo e acompanhamento
de flores de individuos da populacdo da campina, foi possivel mensurar a taxa de polinizacdo em
condicdo natural. O sucesso reprodutivo foi medido atraves da relacdo entre a quantidade de frutos
formados e flores amostradas. Foi medida também a eficacia reprodutiva (ER = % frutos formados em

condigdes naturais / % frutos formados por polinizagdo cruzada) (Zapata & Arroyo 1978).

Resultados e discussao

Ornithidium rigidum (Barb. Rodr.) M.A.Blanco & Ojeda é epifita na campina aberta e na
campinarana formando densos aglomerados de individuos, entretanto individuos isolados também podem
ser encontrados. Possui um rizoma alongado tornando os pseudobulbos distantes entre si e péndulos.
Observam-se folhas recobrindo o pseudobulbo e em seu apice ha a presenca de apenas uma Unica folha.
As flores surgem da lateral do pseudobulbo e possuem coloracdo que varia do creme amarelado até ao
creme levemente arroxeado (Figura 2A-B). As sépalas sdo lanceoladas, sendo que as laterais sédo
encurvadas e as pétalas também sdo lanceoladas e encurvadas. O labelo é trilobado e possui uma
calosidade basal, os lobos laterais sdo arredondados e voltados para cima e o lobo terminal é oval e
flabelado. O ginostémio é arqueado e porta uma antera com um polinario composto por dois pares de

polineas didinamas.

O florescimento da espécie ocorreu no més de maio, mesmo periodo apresentado por Braga
(1977). Cada pseudobulbo produz em média 14,44 + 9,44 flores (Npseudobutbos = 27; Nriores = 390; Méx. =
42; Min. = 4), em se observa de duas a trés até todas as flores abertas e abrem-se cerca de trés a quatro
flores por dia. A abertura das flores ndo possui horario definido, mas se iniciam no periodo da manhd e
assim que abrem o estigma ja se encontra receptivo. O numero de flores abertas ao mesmo tempo e
consequentemente a arquitetura da inflorescéncia pode influenciar de forma significativa na atracdo dos
polinizadores. Assim grandes arranjos florais podem atrair mais polinizadores e consequentemente
aumentar o sucesso masculino e feminino (Montalvo & Ackerman 1987). Seguindo este raciocinio, tal

fato pode ser aplicado a O. rigidum uma vez que € possivel observar individuos com até 42 flores
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disponiveis a0 mesmo tempo em um unico pseudobulbo, tornando-o mais atrativo aos seus visitantes

florais.

A partir do teste de vermelho neutro foram observadas pontuac6es avermelhadas na regido media
para a base do labelo (Figura 3A), indicando a presenca das estruturas secretoras de odor. Por meio da
caracterizacdo olfativa foi possivel detectar durante todo o dia um aroma doce que se apurou quando
houve a incidéncia dos raios luminosos nas flores. A fragrancia floral comumente atua como um atrativo
floral secundéario que anuncia a presenca de determinada recompensa aos visitantes florais (Faegri & van
der Pijl 1979, Proctor et al. 1996). Neste caso a maior presenca de osmoforos nesta regido do labelo de O.

rigidum indica a presenca da recompensa localizada na calosidade do labelo.

Apos a exposicdo a atmosfera de aménio observou-se que as pegas florais da espécie ficaram com
uma intensa coloracdo amarelada demonstrando a reflexdo do ultravioleta, em especial o labelo,
demonstrando mais uma vez a indicagdo da recompensa localizada na calosidade do labelo (Figura 3B). O
padrdo de reflexdo é de grande importancia para a visdo dos insetos, pois a curta distancia indica a
presenca de determinado recurso (Barth 1991) e no estudo de Braga (1976) é ressaltado que algumas

espécies de Orchidaceae possuem a reflexdo do ultravioleta em suas calosidades.

Anatomicamente a calosidade do labelo é composta basicamente por células arredondadas e
observam-se algumas células de maior diametro indicando a presenca substancia (Figura 4A). Para 0s
testes realizados houve positividade para alcaldides, amido, lipidios, mucilagem e proteina (Figura 4C-E).
A presenca de lipidios ja era esperada devido a presenca de osmoforos que possuem constituicdo lipidica.
De modo geral, nas orquideas os osmoforos séo ricos em substancias lipidicas que sdo os precursores dos
perfumes (Swanson et al., 1980; Pridgeon & Stern 1983). Em algumas espécies de Maxillariinae ja foi
observado que os tricomas do labelo sdo ricos em amido, lipidos e proteinas e, portanto, eles podem ser
usados pelos polinizadores para sua alimentacdo, alimentar as larvas ou para a construgdo do ninho
(Davies & Winters 1998).

O amido é um pollissacarideo armazenado pelas células como uma fonte de energia (Gonzaléz
1999) e em papilas do labelo de diferentes espécies de Maxillaria ja foi relatada a ocorréncia de grao de
amido associado com diversas estruturas secretoras, tais como, nectarios e osméforos (Davies & Turner
2004). Em Orchidaceae a ocorréncia de grdo de amido ja foi previamente relatada em associacdo com a
producdo de mucilagem (Leitdo & Cortelazzo 2008). A presenca de mucilagem pode ser uma
caracteristica importante por se tratar de um produto natural do metabolismo de algumas plantas e exerce
a funcdo de reserva de carboidratos e de retencdo de agua e, aléem disso, esta substancia possui um papel

fundamental na regulacdo da economia hidrica (Costa 1982, Fahn & Cutler 1992, Pimienta-Barrios &
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Nobel 1998). Em flores a presenca de mucilagem pode estar associada também a protecdo contra a agéo

de chuvas fortes, ataque de patdgenos e outros danos (Clarke et al. 1979, Lipp et al. 1994).

Como polinizador legitimo foi observado um Vespidae identificado como Polybia bistriata
(Fabricius) (Figura 5A). No estudo realizado por Braga (1977) outro Vespidae, Agelaia cf. pallipes
(Olivier) (=Stelopolybia cf. pallipes (Olivier)) também foi observado como polinizador de Ornithidium
rigidum (Barb. Rodr.) M.A. Blanco & Ojeda, do qual ndo foi visto durante as atuais observagdes. O
mecanismo de polinizacdo é semelhante ao descrito por Braga (1977) no qual o Vespidae pousa em
alguma parte da flor e caminha sobre ela até se alinhar com o labelo do qual é deslocado para baixo
possibilitando a sua entrada na flor. Apds a coleta da substancia na calosidade o inseto se desloca para
trds sendo impedido de ir para os lados pelos lobos laterais do labelo e acaba encostando a regido frontal
da cabeca na antera onde o polinario se fixa. A deposicdo na cavidade estigmatica ocorre quando é
realizada uma visita a outra flor. O mesmo local de fixacdo das polineas foi observado por Braga (1977)

demonstrando a adaptacéo da espécie ao grupo das vespas.

Este Vespidae supostamente coleta a substancia produzida na calosidade do labelo. Tem sido
proposto que esta substancia comumente secretada por representantes de Maxillariinae seja utilizada para
a construcdo ou reparacdo de ninhos, para a selagem das celulas de cria do ninho ou ainda para a
alimentacdo (Flach et al. 2004; Singer & Koehler 2004; Davies & Stpiczynska 2012). Em algumas
espécies da subtribo tal secrecdo possui polissacarideos, o que permitem inferir com maior certeza a sua
utilizacdo como alimento (Davies et al. 2003). Além disso, a espécie pode oferece nectar em pequenas
quantidades, do qual é encontrado na forma de pequenas goticulas na base da coluna (Singer & Koehler
2004)

Outros eventuais visitantes florais também foram observados, tais como aracnideos camuflados
nas flores da espécie estudada (Figura 5E), onde realizaram a predacdo de Polybia bistriata (Fabricius)
durante as observacGes o que influencia de forma negativa para que a polinizacdo ocorra. Grilos e
gafanhotos foram observados predando as pecas florais de O. rigidum, danificando algumas flores e
tornando-as menos atrativas (Figura 5C). Contudo, o fato que mais influenciou de forma negativa para
que a polinizacdo das flores ocorresse foi a presenca de Trachymyrmex cornetzi (Forel, 1912)
inviabilizando totalmente todas as flores de diversos pseudobulbos pelo periodo da manha (Figura 5B).
Esta espécie pertence a um grupo de formigas que cultivam um determinado fungo simbionte, sendo

necessaria a coleta de varios substratos para o seu cultivo, incluindo partes vegetais (Weber 1958).

Estas formigas realizam o corte no pedunculo das flores de O. rigidum, as quais caem no chéo por
completo e mesmo que a polinizacdo tenha ocorrido, nenhum fruto se formard. Ressaltasse que a

atividade das formigas ocorrem pela manh@, por volta das 8:00h e em flores abertas, nunca em botdes
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florais. Tal fato ocorre em flores presentes na campina aberta e na campinarana e este deve ser o motivo
pelo qual ndo vem sendo observada a formagdo natural de frutos ha anos neste local. Desta forma a
espécie apresentou apenas a reproducdo vegetativa como estratégia de propagacdo durante este ano
observado, o que ndo é muito vidvel para a espécie. Este deve ser também o principal fator responsavel
por ndo ser observada a presenca de frutos de O. rigidum na localidade durante os ltimos anos (Valsko,

comunicagéo pessoal).

De acordo com os testes realizados para identificar o sistema reprodutivo da espécie, admite-se
que seja autoincompativel, por ndo formar frutos por meio de autopolinizacdo induzida e por
geitonogamia (Tabela 1). Algumas flores utilizadas na xenogamia ndo produziram frutos. Braga (1976)
menciona que alguns fatores, tais como, fungos e variagdes na temperatura e umidade, possam influenciar
no aborto de flores polinizadas. A autoincompatibilidade ja foi registrada para Maxillariinae, como por
exemplo, para M. ringens. (Singer et al. 2004), mas ha a existéncia de espécies autocompativeis também,
como T. obtusum (Singer 2002).

A especie também ndo forma frutos por autopolinizacdo esponténea (Tabela 1), assim como
observado por Braga (1977), demonstrando a necessidade da polinizagdo cruzada como forma de
reproducdo. Braga (1977) também observou que Ornithidium parviflorum ndo forma frutos por meio de
autofecundacdo. A auséncia de autogamia em representantes da familia é de fato comum devido a
presenca de barreiras mecanicas, tais como a presenca do rostelo, impedindo com que as polineas entrem

em contato com a cavidade estigmatica, caracterizando uma hercogamia (van der Pijl & Dodson 1966).

Em condic6es naturais a formacéo de frutos foi nula (Tabela 1) fato preocupante para a populacao
desta localidade (Tabela 1). Este acontecimento ndo foi descrito por Braga (1977), que registrou a
frutificacdo no ano em que realizou suas observacdes. Sugere-se que a populacdo tenha se propagado
apenas pela propagacao vegetativa ndo tendo incrementacdo na variabilidade genética local durante o ano
de observacdes. Vale ressaltar também que muitos frutos podem ser perdidos até a sua maturidade por
multiplos fatores, tais como, mecanismos de incompatibilidade, ataque por patdgenos, herbivoria,

predacao, entre outros (Ackerman 1989).

Devido ao fato de ndo ter sido observado formacdo de frutos em condicGes naturais a eficacia
reprodutiva de O. rigidum foi nula também. Assim, o percentual de frutos formados naturalmente foi bem
menor do que o percentual de frutos formados manualmente. Neste caso, este fato se da pela
inviabilizacdo de todas as flores produzidas em campo pelas formigas cortadeiras. A presenca da
hercogamia, como observado para O. rigidum, é também um mecanismo tipico de vegetais com baixa
eficacia reprodutiva que dependem preponderantemente da reproducdo por meio da xenogamia (Baker

1983), visto também que a espécie em questdo é autoimcompativel.
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Figura 1: Localizacdo da area de estudo.

Figura 2: A-B — Ornithidium rigidum (Barb. Rodr.) M.A.Blanco & Ojeda;
Figura 3: A — Teste de vermelho neutro; B — Exposicao a atmosfera de hidréxido de aménio

Figura 4: A — Corte anatdmico transversal da calosidade do labelo; B — Teste para alcaldides; C — Teste

para amido: D — Teste para lipidios; E - Teste para mucilagem; F — Teste para proteinas

Figura 5: A — Polybia bistriata visitando flores de Ornithidium rigidum; B — Camuflagem de aracnideo

nas flores; C — Flores predadas por grilo; D — Flores predadas por Trachymyrmex cornetzi.
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Tabela 1. Porcentagens de frutificacdo em cada um dos testes relacionados ao sistema reprodutivo e em

condi¢des naturais e eficacia reprodutiva de Ornithidium rigidum (Barb. Rodr.) M.A.Blanco & Ojeda no

ano de 2012.

Tratamentos

Frutificacdo (Frutos/flores)

Autopolinizacdo induzida

0% (0/30)

Geitonogamia

0% (0/13)

Polinizag&o cruzada 58,82% (7/18)
Autopolinizagéo espontanea 0% (0/7)
Condigdes naturais 0 % (0/400)

Eficacia reprodutiva

0% /58,82% =0
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SINTESE

Todas as espécies estudadas sdo polinizadas por insetos representantes de
Hymenoptera, demonstrando a importancia da ordem na polinizacdo das espécies de
Orchidaceae no geral. Trés delas sdo polinizadas por abelhas enquanto que uma é polinizada
por uma vespa. Uma demonstrou ndo oferecer nenhum recurso floral, sendo polinizada por
engano enquanto que as demais oferecem alguma recompensa, como resina, tricomas
alimentares ou néctar. Duas sdo autocompativeis e duas sdo autoincompativeis em relacdo ao

sistema reprodutivo identificado.

Encyclia mapuerae se desenvolve predominantemente no subtrato terrestre em uma
densa camada de serrapilheira, mas pode ser observada como epifita em uma altura de até um
metro do chédo. Floresce de agosto até o comeco de novembro e é possivel observar frutos
durante o ano todo. A espécie possui no final do ginostémio uma cavidade nectarifera que se
estende paralelamente ao ovario e apresenta-se aparentemente seca, sem indicios de producao
de nectar o que indica a presenca da polinizacdo por engodo. Os osméforos estdo localizados
na regido intermediaria do labelo, entre os lobos laterais que coincide com a localizacdo das
duas calosidades. A flor adquiriu coloragdo amarelada por excec¢édo das estrias arroxeadas do
labelo que provavelmente indicam uma suposta recompensa floral. Tem como polinizador
fémeas de Centris varia e as polineas ficam fixadas na face da abelha. Possui também uma
série de outros visitantes florais que apenas removem as polineas sem ficarem fixadas no
corpo, 0 que demonstra ineficiéncia na visita. A espécie é autocompativel e possui baixa taxa
de frutificacdo em meio natural possivelmente por causa das perdas de polineas durante as

visitas.

Heterotaxis superflua ocorre como epifita na campina e na campinarana e forma
pequenas aglomeracbes de individuos. Floresceu entre o final de dezembro e inicio de
fevereiro, periodo que difere do que ja foi apresentado para a espécie na mesma localidade.
Possui uma pequena quantidade de osmoforos distribuidos pelas pétalas e sépalas, e durante
as observacOes ndo foi notado a emissdo de odores. A partir da exposicdo ao hidroxido de
amdnio notou-se que as pétalas e sépalas adquiriram coloracdo amarelada com um leve
escurecimento. E visitada e polinizada por Trigona williana que coleta uma substancia cerosa
na calosidade do labelo da qual é provavelmente utilizada na sua dieta alimentar. E
autocompativel quanto ao sistema reprodutivo e apresenta taxa de frutificacdo em meio

natural de quase 50%, o demonstra a eficiéncia do seu polinizador.
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Camaridium ochroleucum é epifita em &rvores e troncos caidos na campina aberta e na
campinarana formando grandes aglomerados de individuos, todavia individuos isolados
também podem ser observados. Suas flores duram dois dias quanto intactas e um dia quando a
polinea é removida. Apresenta grande quantidade de osmoforos no labelo inteiro e suas pecas
florais adquiriam coloracdo amarelada quando exposta a hidroxido de aménio. E visitadas por
Melipona illustris e Trigona fulviventris que coletam os tricomas alimenticios presente no
labelo. As polineas ficam fixadas no dorso das abelhas e dependendo do local elas conseguem
remove-las durante a sua limpeza corporal o que as torna ineficientes. Ladrdes de pdlen
também foram observado, tais como Tetragona handlirschii e Apidae 1. A espécie é

autoincompativel e apresenta baixa taxa de frutificacdo em condic6es naturais.

Ornithidium rigidum é epifita na campina aberta e na campinarana formando densos
aglomerados de individuos, entretanto individuos isolados também podem ser encontrados.
Anatomicamente a calosidade do labelo é arranjada fundamentalmente por células
arredondadas e observam-se algumas celulas de maior diametro sugerindo a presenca de
alguma substancia. Para os testes histoquimicos realizados houve positividade para alcaldides,
amido, lipidios, mucilagem e proteina. Por meio do teste de vermelho neutro foi observada a
presenca de osmaéforos no labelo e por meio da exposi¢do & atmosfera de hidroxido de amdnio
a flor adquiriu coloracdo amarelada, em especial o labelo. Foi observado um Vespidae
identificado como Polybia bistriata como visitante e polinizador. A espécie provavelmente
coleta uma substancia produzida no calo do labelo ou ainda goticulas de néctar produzidas em
pequenas quantidades na base do ginostémio. Interacfes antagonistica a polinizacdo também
foram documentadas, como a herbivoria de pecas florais por representantes da ordem
Orthoptera, além da inviabilizacdo de quase todas as flores por parte de formigas cortadeira o
que resultou em uma taxa nula de frutificacdo em condigdes naturais, colocando esta

populacdo em risco. A espécie é também autoincompativel.
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