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Resumo

Um estudo biossistemdtico foi realizado no género neotropical e endémico do Brasil,
Hoffmannseggella H.G. Jones. Este género é caracterizado por ser exclusivamente rupicola e
apresentar flores de cores variadas, vividas e contrastantes. As espécies estdo distribuidas ao longo dos
complexos rupestres de altitude, principalmente na regido sudeste (MG, RJ e ES) e nordeste (BA).
Foram descritos os padrdes de distribui¢do geografica para 34 espécies de Hoffimannseggella e trés
espécies de Dungsia, por meio de técnicas de georeferenciamento. Os resultados indicaram a formagao
de quatro subconjuntos de espécies: Chapada Diamantina - BA, centro-sul e centro-norte da Cadeia do
Espinhaco - MG, e Complexos Rupestres do RJ/ES. As andlises de PAE (Parsimony Analysis of
Endemicity) e Modelagem Ecolégica indicaram 12 4reas prioritdrias para conservacio, além de trés
dreas complementares para garantir a manutengdo e sobrevivéncia destas espécies. Sao apresentados os
resultados da datacdo molecular com énfase em Hoffmannseggella, incluindo géneros relacionados,
sob uma perspectiva histérico-evolutiva. O cendrio biogeogriafico e histérico mais provavel em
Laeliinae, indica o surgimento e confinamento das espécies basais do grupo na América Central no
Mioceno, com posterior irradiacdo de grupos derivados para a América do Sul, através da ligacdo
parcial entre Ilhas da “Proto América Central”’. Os principais eventos de cladogénese em
Hoffmannseggella ndo estdo associados a dreas especificas, mas a miltiplos eventos associados a
expansao e retracdo de dreas campestres ocorridas entre o Plioceno e o Pleistoceno. Foram realizados
estudos de biologia floral e ecologia da polinizacdo em oito espécies de Hoffmannseggella, com
atencdo aos mecanismos de isolamento reprodutivo entre espécies sincronopdtricas. As espécies sdo
polinizadas por himendpteros de diferentes familias, com sistemas de polinizacdo ndo especificos e
baseados no engano do polinizador, contrariando suposi¢cdes anteriores que caracterizavam estas
espécies como ornitéfilas. O estudo dos sistemas reprodutivos de 13 espécies em 36 diferentes
populacdes revelou que a maioria das espécies € auto-incompativel, porém uma mesma espécie pode
apresentar diferentes sistemas reprodutivos dependendo da populagdo. A quebra da auto-
incompatibilidade em algumas espécies esta fortemente associada a ocorréncia da poliploidia, situacao
relativamente comum em Angiospermas, mas descrita pela primeira vez em Orchidaceae. A quebra da
auto-incompatibilidade parece conferir vantagens ao estabelecimento de linhagens polipldides em
Hoffmannseggella, pois estas espécies apresentam mecanismos de auto-polinizacdo espontanea. Foi
realizado um estudo cromossdmico, no qual foram obtidas contagens inéditas para 12 espécies e dois
hibridos naturais em 24 diferentes populagdes, enfatizando a importancia da poliploidia para a
evolugdo deste grupo. Algumas espécies apresentaram citotipos, que foram discutidos sob uma visdao
citogeografica e evolutiva, com &nfase nos principais mecanismos associados ao estabelecimento de
complexos polipldides. A poliploidia € um fendmeno relativamente recente em Hoffimannseggella, e
surgiu independentemente vérias vezes ao longo da sua histéria evolutiva. E descrita uma nova
espécie, H. viridiflora, morfologicamente relacionada com as espécies de escapos curtos, flores
pequenas e amarelas, ocorrentes no Planalto de Diamantina - MG. Por fim é apresentada uma visao
biossistemadtica geral e conservacionista que revela os principais problemas associados a manutengdo

de dreas naturais com grande diversidade de espécies de Hoffmannseggella.

X



Abstract

A biosystematic study of the neotropical and Brazilian endemic genus Hoffmannseggella H. G.
Jones was carried out. This genus is characterized by rupiculous habit, with varied-contrasting flowers
colors. These species are distributed at high altitude rocky complexes, mainly in the Southeast (MG,
RJ and ES) and Northeast (BA). The geographic distribution patterns of 34 Hoffimannseggella and
three Dungsia species by GIS techniques were described. The results point to four sub-sets of species
groups: Chapada Diamantina - BA, Northern and Southern part of Central area of the Espinhaco
Range — MG and rocky complexes of RJ/ES. Parsimony analysis of endemicity and ecological
modeling indicated 12 priority areas for conservation and more three complementary areas to
guarantee the species survival for a long time. The results of molecular dating are presented, with
emphasis on Hoffimannseggella, including related genera, in a historical-evolutive perspective. The
most probable biogeographic and historical scenario in Laeliinae points to the origin and confinement
of basal species in Central America in the Miocene, with posterior irradiation of derivated groups to
South America, through a partial link by islands in “Proto Central America”. The main cladogenesis
events in Hoffmannseggella are not associated with specific areas, but happen in multiple events
associated to the expansion and retraction of open vegetation in the Plio-Pleistocene. Floral biology
and pollination ecology studies were carried out in eight Hoffimannseggella species, with attention to
the reproductive isolation mechanisms between sincronopatric species. Hoffmannseggella species are
pollinated by small bees (Hymenoptera) of different families, with unspecific and deceit based
pollination systems that discredit previous suppositions that characterized Hoffmannseggella as
ornithophilous. Breeding system studies of 13 species and 36 different populations revealed that most
species are self-compatible, but the same species can present different breeding systems depending on
the population. The break up of self-incompatibility in some species is associated to polyploidy, and
this phenomenon is relatively frequent in Angiosperms, but had been never described in orchids. Self-
compatibility in polyploid species can confer advantages in establishment of polyploid lineages. A
review of chromosome numbers in Hoffinannseggella, show new counts for 12 species and two natural
hybrids in 24 different populations, with emphasis in the importance of polyploidy for the evolution of
this group. Some species presented different cytotypes, and this is discussed in a cytogeographic and
evolutive perspective, with emphasis on the main factors related with establishment of polyploid
complexes. Polyploidy is a recent phenomenon in Hoffimannseggella, but can appear independently
many times in its evolutionary history. A new species, H. viridiflora, is described and morphologically
related to species with short racemes, yellow and smaller flowers, occurring at the Diamantina Plateau
- MG. Finally, we present a general biosystematic and conservationist view, which points the main
problems associated with the maintenance of natural areas with high diversity of Hoffmannseggella

species.



Laelia, Sophronitis ou Hoffmannseggella? Um breve histérico dos problemas taxonémicos

concernentes ao estudo das espécies brasileiras

O género Laelia foi criado formalmente por Lindley, tendo como espécie tipo Laelia
grandiflora, proveniente do México e anteriormente descrita por Lindley como Bletia grandiflora
(La Llave & Lexarza, 1825 apud Withner, 1990) e B. speciosa (Humboldt, Bonplant & Kunth,
1815 apud Withner, 1990). Levando em consideracdo a seqiiéncia das publicacdes, o género
Laelia conserva o epiteto especifico de B. speciosa (Humboldt, Bonplant & Kunth, 1815 apud
Withner, 1990), sinonimizando todos os nomes anteriores para a espécie tipo do grupo, inclusive

L. majalis (Lindley, 1839 apud Withner, 1990).

A primeira proposta de classificacdo para o género Laelia foi elaborada por Lindley (1842
apud Withner, 1990), separando as espécies em dois grupos: Grandiflorae e Parviflorae. As
principais caracteristicas utilizadas para esta classificacio foram as pecas do perianto,
apresentando pétalas maiores que as sépalas no primeiro grupo, e sépalas e pétalas do mesmo
tamanho no segundo (Tabela 1). Desde entdo, vdrias propostas de classificacdio vém sendo
sugeridas (Schlechter, 1917; Pabst & Dungs, 1975; Brieger et al., 1981; Withner, 1990; van den
Berg & Chase, 2000; Chiron & Castro, 2002).

A classificagdo mais aceita, até recentemente, foi a de Schlechter (1917), que subdividiu o

género Laelia em sete secdes (Tabela 1), assim caracterizadas:

Secdo Cattleyoides: espécies de flores grandes, sem cristas ou quilhas na

superficie do labelo.

Secao Hadrolaelia: espécies de flores grandes, com cristas e quilhas evidentes na
face interna e ao longo do labelo, pétalas maiores que as sépalas, escapos florais sem nds

ou bainha de protecdo (espata) e pseudobulbos com tnico entrend.

Secao Eulaelia: espécies de flores grandes, com cristas ou quilhas evidentes na
face interna e ao longo do labelo, pétalas maiores que as sépalas, escapos florais sem nos

ou bainha de protecao (espata) e pseudobulbos com mais de um entrend.

Secdo Microlaelia: espécies de flores menores que as outras sec¢des, labelo com
cristas ou quilhas na face interna e ao longo do labelo, escapos florais sem nés ou bainha

de protecao (espata) e sépalas e pétalas de tamanhos equivalentes.



Secdo Cyrtolaelia: espécies com escapos florais apresentando ndés e grandes

bainhas de protecdo, sépalas e pétalas de tamanho pouco diferenciado.

Secdo Podolaelia: espécies com escapos florais apresentando nés, pétalas muito
maiores que as sépalas, escapos florais sem bainhas de protecao, pseudobulbos com duas

folhas, labelo com quilhas e sem dentes ao longo da face interna.

Secao Calolaelia: espécies com escapos florais apresentando nds, pétalas muito
maiores que as sépalas, escapos florais sem bainhas de protecao, pseudobulbos com duas

folhas, labelo com cristas e dentes proeminentes.

Pabst & Dungs (1975) fizeram uma nova tentativa de classificacdo infragenérica,
propondo a estruturacdo do género em quatro sec¢des, sendo estas Cattleyodes, Hadrolaelia,

Microlaelia e Parviflorae (= Cyrtolaelia) (Tabela 2).

A ultima secdo proposta por Pabst & Dungs (1975), Parviflorae, foi estabelecida para
acomodar as espécies rupicolas e com pseudobulbos obclavados, exceto Laelia harpophylla, que
€ uma espécie exclusivamente epifita. De acordo com o autor, a secdo foi subdividida em cinco
aliancas, levando em consideracao a altura do escapo floral em relacdo as folhas, bem como a

coloragdo predominante das flores, como segue:

Alianca L. harpophylla: Gnica Alianca que circunscreve as espécies epifitas do grupo,

com flores alaranjadas e inflorescéncias mais curtas que as folhas.

Aliangca L. crispata: espécies rupicolas com flores de cor lilds ou purpura, com

inflorescéncias muito mais altas que as folhas.

Alianga L. liliputana: espécies rupicolas com flores de cor lilds ou purpura, com

inflorescéncias um pouco mais altas que as folhas.

Aliancga L. flava: plantas rupicolas com flores amarelas, alaranjadas ou vermelhas, com

inflorescéncias muito mais altas que as folhas.

Alianca L. esalqueana: plantas rupicolas com flores amarelas, alaranjadas ou vermelhas,

com inflorescéncias um pouco mais altas que as folhas.

O género Hoffmannseggella H. G. Jones (Jones, 1968) foi criado para acomodar as
espécies rupicolas brasileiras pertencentes anteriormente ao subgénero Cyrtolaelia (Schlechter,
1917) elou sec@o Parviflorae (Pabst & Dungs, 1975), tendo como espécie tipo L. cinnabarina

Batem. ex Lindl. Mesmo sendo o género mais natural criado até entdo, pois leva em consideracao
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o hébitat, nicho ocupado, distribuicdo geografica, coloracdo das flores e morfologia floral,
Hoffmannseggella ndo tem sido utilizado e nem aceito (Garay, 1973; van den Berg, 2004), a ndo
ser quando a intencdo € invocar e reforcar as diferencgas entre as espécies de Laelia da América

Central e do México e as brasileiras.

Anteriormente ao trabalho de Jones (1968), o género Amalias (Hoffmannsegg, apud
Withner, 1990) foi proposto, também para acomodar estas plantas rupicolas e ocorrentes
principalmente no sudeste brasileiro. No entanto, o género Amalias nunca foi publicado

formalmente, tornando qualquer tentativa de utilizacao invalida.

Withner (1990) publicou uma nova proposta de classificagdo (Tabela 2), utilizando
caracteres vegetativos e florais, bem como coloragdo e medidas do perianto, dando especial
atencao as espécies rupicolas brasileiras. Apesar de muito conhecido, o sistema de classificacdo
proposto ndo foi muito difundido, aumentando ainda mais as confusdes taxondmicas em Laelia,
principalmente para as espécies brasileiras. O autor tratou das mesmas espécies tratadas por Pabst
& Dungs (1975), somadas as espécies mexicanas, elevando as sec¢Oes daqueles autores a
subgéneros, e as aliancas a se¢Oes, mantendo algumas das se¢des anteriores e segregando outras

em novas se¢oes.

Atualmente com o desenvolvimento de marcadores e técnicas relacionadas a biologia
molecular, principalmente aquelas voltadas para sistemadtica filogenética, tais técnicas vém sendo
utilizadas para elucidar as relagdes filogenéticas entre géneros (Palmer et al., 1988; Baldwin,
1992; Chase et al., 1993; Pridgeon et al, 1997; van den Berg et al., 2000), devido a possibilidade
de estudos simultaneos de vdrias espécies e uma elevada quantidade de caracteres gerados (van

den Berg et al., 2003), dando maior confiabilidade a interpretacdo de parentesco entre espécies.

O uso de marcadores moleculares para elaboracdo de filogenias em plantas remonta ao
trabalho de Vedel er al. (1976) (para detalhes ver Clegg & Zurawsky, 1993). No entanto, as
seqiliencias génicas utilizadas podem variar de acordo com o nivel de refinamento taxondémico
pretendido. O gene rbcL tem sido utilizado para acessar resolucdo filogenética em nivel de
familias (Chase et al., 1993) e subfamilias (Cameron et al., 1999). Para estudos envolvendo
géneros e espécies proximas, sao necessdrias regides génicas mais varidveis, como matK

(Johnson & Soltis, 1995) e trnlL.-F (Taberlet et al., 1991).

Estudos envolvendo dados moleculares sdao de extrema importincia, principalmente em

representantes da subtribo Laeliinae, em que a ocorréncia de gradagdes morfoldgicas e



homoplasias tornam controversos os sistemas de classificagdo elaborados até recentemente,
baseados principalmente em caracteres morfoldgicos, levando, muitas vezes, a formacdo de

agrupamentos artificiais como demonstrado por van den Berg et al. (2000).

Caracteres moleculares de seqiiéncias dos espagadores internos de genes ribossdmicos
ITS-1 e ITS-2 (van den Berg et al. 2000a), somados aos estudos morfolégicos em espécies do
México e América Central (Halbinger & Soto, 1997) revelaram a natureza polifilética de
Laeliinae e provaram a artificialidade dos sistemas anteriormente propostos (Schlechter, 1917;
Pabst & Dungs, 1975). Os resultados obtidos segregam as espécies de Laelia da América Central

das brasileiras.

Tendo como ponto de partida a filogenia obtida, van den Berg & Chase (2000) realizam
novas combinagdes nomenclaturais para as espécies de Laelia Lindl. brasileiras, transferindo-as
para o género Sophronitis Lindl. (Tabela 3). No entanto, as novas combina¢des ndo foram bem
recebidas pela comunidade cientifica, principalmente por orquidélogos, devido a elevada
heterogeneidade morfoldgica entre as espécies brasileiras de Laelia sensu lato e as espécies
circunscritas sob Sophronitis na proposta de van den Berg & Chase (2000), tornando as
combinacdes propostas artificiais do ponto de vista morfolégico. Posteriormente, Chiron &
Castro-Neto (2002), com base em dados morfoldgicos e moleculares, sugeriram, entre outras
coisas, a transferéncia das Laelia exclusivamente rupicolas para o género Hoffmannseggella
(Tabela 3). Apesar de aceitarem a proposta de van den Berg & Chase (2000), de manter sob
Laelia apenas as espécies do México e América Central, discordaram da circunscricao de todas as
espécies brasileiras em Sophronitis. Desta forma, Chiron & Castro-Neto (2002) propuseram o
desmembramento das espécies brasileiras em quatro géneros distintos: Hoffmannseggella H. G.
Jones, Dungsia Chiron & V. P. Castro (criado para circunscrever as espécies epifitas da secao
Parviflorae sensu Pabst & Dungs), Microlaelia (Schltr.) Chiron & V. P. Castro (monotipico) e
Hadrolaelia (Schltr.) Chiron & V. P. Castro (contendo 6 secoes).

Em resposta, van den Berg (2004) publicou algumas consideragdes sobre a proposta de
Chiron & Castro-Neto (2002), questionando as decisdes tomadas para elaboracdo da nova
proposta de classificacdo. Juntamente com estas consideracdes, van den Berg (2004) publicou
dados moleculares parciais, baseados em seqiiéncias de DNA plastidial (trnlL-F e matK),
revelando a fragilidade, bem como alguns problemas com os dados obtidos através de ITS-1 e
ITS-2 (van den Berg et al., 2000). O primeiro problema consiste no nimero reduzido de espécies

utilizadas na elaboragdo da nova filogenia apresentada, comprometendo a interpretacao do grupo
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como um todo. O segundo problema, diz respeito a topologia das espécies, que varia de acordo
com o marcador utilizado (e.g. L. harpophylla, antes pertencente ao mesmo clado de Sophonitis
cernua, passa a espécie irmad de Laelia rupestris e L. esalqueana, grupo bem segregado no

trabalho anterior).

A discussdo exposta anteriormente, sé vem a evidenciar alguns problemas relacionados as
decisdes taxonOmicas tomadas com base em métodos e resultados unilaterais. A utilizacdo de
marcadores moleculares, apesar de muito util, tem que ser encarada como uma ferramenta
acessoria e deve ser utilizada levando em consideracdo as limitacOes inerentes a qualquer
método. Desta forma, a utilizacdo de varios métodos num contexto biossistematico, como por
exemplo: caracterizacdo cromossdmica (Blumenschein 1960; Costa 2006, Verola et al., ndo
publicado — CAPITULO 5), morfologia de sementes (Dressler, 1993) e coluna (Dressler, 1981),
ontogenia da coluna (Kurzweil, 1987a,b), ontogenia da antera (Dressler, 1993), anatomia de
raizes (Rosso, 1966; Sanford & Adanlawo, 1973; Jonsson, 1981; Stern er al., 1993) e folhas
(Williams, 1974; Pridgeon, 1982; Oliveira Pires et al., 2003), biologia floral, biologia reprodutiva
e ecologia da polinizagdao (Dodson, 1962; Dressler, 1981, 1993; Pijl & Dodson, 1966), podem
auxiliar na elaboracdo de sistemas de classificagdo mais naturais e cada vez mais préximos da

realidade dos fendmenos biolégicos envolvidos.

Em funcao dos varios problemas taxondmicos apresentados anteriormente e, enquanto nao
se chega a um consenso quanto ao “melhor” sistema de classificacdo, neste trabalho, resolvemos

utilizar o sistema de Chiron & Castro-Neto (2002), por quatro motivos:
i-) utilizag@o conjunta de dados morfoldgicos e moleculares;

ii-) circunscricdo mais refinada, intuitiva e completa para o género Hoffmannseggella H.

G. Jones.;

1i-) sinonimizagdo de espécies previamente descritas, evidenciando a existéncia de

complexos morfoldgicos dentro dos géneros;

iv-) énfase nas diferencas morfoldgicas dos géneros e espécies apresentadas, facilitando a
identificacdo das espécies em campo, sem a necessidade de técnicas elaboradas para

reconhecé-las.



Tabela 1. Comparacio entre as propostas de classificacdo e espécies circunscritas por Lindley

(1842) e Schlechter (1917) para o género Laelia. Para sindbnimos e detalhes ver trabalhos

originais.
LINDLEY, 1842 SCHLECHTER, 1917
Secao Secio Laelia albida,
L. anceps,

Laelia albida, L. autummalis,

L. anceps, . L. furfuracea,

L. autummalis majalis Podolaelia L. gouldiana,
. L. superbiens, L. peduncularis

Grandiflorae L. perrini, L. rubescens

L. rubescens
Calolaelia | Laelia superbiens

Eulaelia Laelia speciosa

Laelia crispa,

L. grandis + (var. tenebrosa),
L. johniana,

Cattleyodes | L. lobata,

L. perrinii,

L. purpurata

L. xanthina

Hadrolaelia Laelia jongheana,
Laelia cinnabarina, L. pumila + (var. dayana, var. praestans)

Parviflorae | L. flava,
L. rupestris

Laelia cattleyoides,
Microlaelia | L. lundii e

L. regnelli

Laelia caulescens,

L. cinnabarina,

L. crispilabia,

Cyrtolaelia | L. flava,

L. harpophylla,

L. longipes (+ var. lucasiana)
L. rupestris




Tabela 2. Comparacdo entre as propostas de classificacdo e espécies circunscritas por Pabst &

Dungs (1975) e Withner (1990) para o género Laelia. Para sindnimos e detalhes ver trabalhos

originais.
PABST & DUNGS, 1975 WITHNER, 1990
Secao Alianca Subgénero Secio
Laelia albida, L.
anceps, L. autumnalis,
L. bancalarii, L.
. Podolaelia furfuracea, L.

Laelia gouldiana,L.
rubescens + (var.
aurea)

Laelia Laelia speciosa
Laelia crispa, L.
Laelia crispa, L. elegans, L. fidelensis,
fidelensis, L. grandis, L. Crispae L. grandis, L. lobata, L.
Cattleyodes lobata,L. perrinii, L. purpurata, L. )
purpurata, L. tenebrosa, teneb}l’osa,L. virens e L.
L. virens e L. xanthina xanthina
Crispae Perriniae Laelia perrinii
Laelia alaorii, L.
Laelia alaorii, L. . dayana, L. jongheana,
Hadrolaelia dayana,L. jongheqna, L. Hadrolaclia L. spectabilis e L.
praestans, L. pumila e L. pumila
sincorana
Sincoranae Laelia sincorana
Microlaelia Laelz.c.z cattleyodes e L. Microlaelia Laelia lundii
lundii
Alianca Secdo
h il Laelia L. brevicaulis, L. H. il I;;Zflloa l;lre}}/alceazlls, L.
arpopiytia harpophylla e L. kautskyi arpophytae Pophy. '
kautskyana
Laelia caulescens, L.
Laelia caulescens, L. crispata, L. crispilabia,
. crispata, L. crispilabia, L. L. gardneri, L.
crispata mantiqueirae, L. longipes Rupestres hispidula, L.
e L. pfisteri mantiqueirae, L.
pfisteri e L. tereticaulis
Laelia duveenii, L.
Laelia ghillanyi, L. ghillanyi, L. kettieana,
. liliputana liliputana, L. lucasiana, L. . Liliputanae L. liliputana, L.
Parviflorae milletii e L. reginae Parviflorae longipes, L. lucasiana e
L. reginae
Laelia angereri, L. Laelia angereri, L.
bahiensis, L. bahiensis, L.
blumenscheinii, L. blumenscheinii, L.
briegeri, L. cinnabarina, briegeri, L. cardimii, L.
flava L. cinnamomea, L. Parviflorae cinnabarina, L.
endsfeldzii, L. flava, L. endsfeldzii, L. flava, L.
gloedeniana, L. gloedeniana, L.
macrobulbosa, L. milleri e gracilis, L. milleri, L.
L. mixta mixta e L. sanguiloba
Laelia bradei, L. Laelia bradei, L.
esalqueana . Esalqueanae | esalqueana e L.
esalqueana e L. itambana .
itambana




Tabela 3. Comparacgdo entre as propostas de classificacdo e espécies circunscritas por van den

Berg & Chase (2000) e Chiron & Castro-Neto (2002). Para sindnimos e detalhes ver trabalhos

originais.

VAN DEN BERG & CHASE, 2000

CHIRON & CASTRO-NETO, 2002

Género

Espécies

Género

Espécies

Laelia Lindl.

México e América

Nao tratado

Laelia Lindl.

México e América

Nao tratado

(ver Halbinger, 1993; Halbinger & Soto,

Central Central 1997)
Secio
Hadrolaelia crispa, H.
. dis, H. lobata, H.
Sophronitis allaorii, S. Crispae grandis ; HO ta “ b H
alvaroana, S. angereri, S purp;:.r atd, . fenebrosd, 5.
, S. , S. :
bahiensis, S. blumenscheinii, S. rantina
bradei, S. brevicaulis, S. Fidelensis Hadrolaelia fidelensis
briegeri, S. xcaetensis, S. Hadrolaelia
xcarassana, S. caulescens, S. Perriniae Hadrolaelia perrinii
cinnabarina,S. Xcipoensis, - —
S.crispa, S. crispata, S. dayana Virens Hadrolaelia virens
Sophronitis Lindl. S. duveenii, S. endsfeldzii, S. Hadrolaelia acuensis. H.
(incluindo ?53%?:5"3 i frdheclzizs;imfosu Sophronitis | Picotor H. coccinea, H.
Hoffmannseggella H. S hillai; i. Sg loedeniana, S ’ mantiqueirae, H. pygmaca,
G. Jones + Laelia - SHIATYL, . 810 o H. wittigiana,
subgen. Cattleyodes gracilis, S. grandis, S.
o ’ harpophylla, S. hispidula, S. Microlaelia Microlaelia lundii
Hadrolaelia, . .

. . itambana, S. jongheana, S. -
Microlaelia e kautskyi, S. kettieana, S Hoffmannseggella alvaroana, H. angereri, H.
Cyrtolaelia Schltr.) liliputanya S lobata :S' 'longipes bahiensis, H. blumenscheinii, H. bradei, H.
Brasil S lundii S ;nacrob’ull;osa S ’ briegeri, H. cardimii, H. caulescens, H.

) n;illeri S r'm'randai s mi);ta. s cinnabarina, H. conceicioensis, H. crispata,
xmucu:ge.nse S mur’zci.lowian,a S H. duveenii, H. endsfeldzii, H. esalqueana, H.
perrini, S. pfisteri, S. praestans, Hoffmannseggella fourr%z.erz, H. .ghfllanyl, H: gloedeniana, H.
S. pumila, S. purpurata, S. gracilis,H. hispidula, H. itambana, H.
reginae, S. sanguiloba, S kettieana, H. liliputana, H. longipes, H.
sincora;w S tenebros)a S macrobulbosa, H. milleri, H. mixta, H.
tereticaulis, S. verboonenii, S. munchowiana, H. pfisteri, H. reginae, H.
virens e S. xanthina rupestris, H. sanguiloba, H. tereticaulis e H.

' verboonenii
Dungsia Dungsia brevicaulis, D. kautskyi e D.

marcaliana
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Introducao Geral

As Orchidaceae apresentam distribuicdo cosmopolita e constituem uma das maiores
familias de Angiospermas, contando com aproximadamente 25.000 espécies (Dressler, 1981,
1993; Pijl & Dodson, 1966). De acordo com esses nimeros, Orchidaceae é a maior familia entre

as monocotileddneas, representando 7% das Angiospermas existentes (Pijl & Dodson, 1966).

O amplo padrao de variacdo morfoldgica das Orchidaceae tem sido facilitado por sua
rapida evolucgdo através de caracteristicas intrinsecas da familia como: individuos perenes de vida
longa, transferéncia do pdlen em massas compactas (polinias) e producdo de grande nimero de
6vulos e sementes sem endosperma, facilitando a dispersao pelo vento a longas distancias (Pijl &
Dodson, 1966; Dressler, 1981, 1993). No entanto, a maioria das espécies de Orchidaceae tende a
ser polinizada por uma ou poucas espécies de polinizadores (Dodson, 1962; Pijl & Dodson, 1966;
Tremblay, 1992). Adaptacdes morfoldgicas especiais em resposta a polinizadores especificos
para assegurar a polinizacdo cruzada sdo considerados os fatores mais importantes no
desenvolvimento e manutencdo do grande numero de espécies na familia (Garay, 1960; Dodson,
1962; Pijl & Dodson, 1966; Faegri & Pijl, 1979). Por essa razdo, vérios autores como Dodson
(1962), Dressler (1968, 1981, 1993) e Pijl & Dodson (1966) enfatizaram a importancia de se
conhecer a biologia reprodutiva das espécies de Orchidaceae, principalmente a polinizacdo, para
um melhor entendimento dos padrdes de variacdo e da evolucdo deste grupo. A partir desses

conhecimentos seria possivel elaborar um sistema de classificagcdo mais natural para a familia.

As espécies de Hoffmannseggella possuem flores com coloracio e formas muito variadas
e sdo predominantemente polinizadas por abelhas (Dressler, 1981). No entanto, as espécies de
Hoffmannseggella, que ocupam exclusivamente dreas de campos rupestres, apresentam
caracteristicas florais peculiares (Dressler, 1981) tais como: a coloragdo do perianto (rdseo,
amarelo ou laranja, sem a presenca de guias de néctar), morfologia floral (labelo em forma de
goela e a presenca de cuniculo na regido do ovério) e o posicionamento das flores (labelo curvado
para baixo ou horizontalmente) que, de acordo com Pijl & Dodson (1966) indicariam tratar-se de

um grupo adaptado a ornitofilia.

De acordo com Dressler (1968), as relagdes de polinizacdo ndo especificas na familia
Orchidaceae normalmente ndo conduziriam a especiacdo. Neste caso, a selecdo natural tende a
favorecer relacdes cada vez mais estreitas entre as orquideas e seus polinizadores. Isso faz com

que espécies filogeneticamente préximas possuam polinizadores muito distintos quando em
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simpatria ¢ com eventos de floracdo sobrepostos (Dressler, 1968). A especiacdo baseada em
relagdes de especificidade fornece um modelo melhor de especiacdo simpatrica do que a
constancia floral pelo polinizador, uma vez que a constancia poderia ser quebrada quando o
nimero de flores fosse baixo, o que € esperado quando uma espécie incipiente surge por mutacao

(Dressler, 1968; Paulus & Gack, 1990).

Segundo Blumenschein (1960) a poliploidia e a hibridacdo entre espécies, teriam grande
importancia na diversificacdo de Hoffmannseggella. As Orchidaceae sdo geralmente inter-
compativeis, sendo o isolamento reprodutivo dado principalmente por barreiras pré-polinizacdo
(Dodson, 1962; Dressler, 1968, 1981, 1993; Paulus & Gack, 1990). Quando estas barreiras sao
quebradas, em geral, ha formacdo de hibridos (Pijl & Dodson, 1966; Sundermann, 1977,
Schrenk, 1978, 1984; Linder, 1990; Romero & Carnevali, 1990, 1992; Rossi et al., 1992; Steiner
et al., 1994; Borba & Semir, 1998; Borba et al., 1999, 2001). A adaptacdo a polinizadores
especificos geralmente ndo afeta a compatibilidade genética entre grupos (géneros e espécies),
causando especiagdo muito rdpida em muitas espécies de Orchidaceae, aliada a poucas ou
nenhuma mudanca em nivel cromossdmico o que mantém a compatibilidade entre elas (Sanford,
1964; 1967; Pijl & Dodson, 1966; Stort, 1972, 1986; Illg, 1975; Scacchi et al., 1990; Borba &
Semir, 1998).

Apesar da maior parte das espécies de Orchidaceae ser auto-compativel, a estrutura floral
favorece fortemente a polinizagdo cruzada (Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981, 1993; Catling &
Catling, 1991; Borba & Semir, 1999). Este sistema € bastante flexivel, pois plantas isoladas ainda
tém, pelo menos a principio, a possibilidade da auto-polinizacdo (reproducdo sexuada), o que é
importante em eventos de dispersdo a longa distancia, colonizacdo de outros ambientes e

especiagdo, seja ela por mutacao ou hibridizacao.

O tipo de polinizador € um dos principais fatores que afetam a variabilidade genética de
espécies e populacdes vegetais (Loveless & Hamrick, 1984; Hamrick, 1989; Hamrick & Godt,
1990; Ohsawa et al., 1993; Borba & Semir, 2001; Borba et al., 2001). Polinizadores apresentam
padrdes caracteristicos de forrageamento e alguns podem visitar flores mais proximas, como
algumas abelhas, enquanto outros realizam vOos a maiores distancias entre visitas, como
borboletas e algumas espécies de beija-flores (Levin & Kerster, 1968; Feinsinger & Colwell,
1978; Schaal, 1980; Schimitt, 1980; Waser, 1982; Ellstrand & Marshal, 1985; Fenster, 1991;
Godt & Hamrick, 1993).
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A forma e o tamanho da popula¢do sdo importantes fatores que podem afetar diretamente
a variabilidade genética de espécies vegetais, sendo que populacdes pequenas estdo mais sujeitas
aos efeitos de endogamia, deriva genética e efeitos estocdsticos do que grandes populacdes, o que
pode promover diferenciacdo entre populacdes, queda da heterozigosidade e reducdo na variagdao
dentro da populacdo (Crawford, 1984; Loveless & Hamrick, 1984; Hamrick, 1989; Hamrick &
Godt, 1990).

Campo rupestre € um tipo de vegetacdo que ocorre principalmente nos Estados de Minas
Gerais, Bahia e Goids. Este tipo de vegetacdo € caracterizado por ocorrer em altitudes elevadas
(acima de 900 metros) de vegetacao aberta, com plantas herbdceas crescendo em solos arenosos e
pedregosos e arbustos/subarbustos crescendo em “ilhas” de afloramentos rochosos de quartzito,
arenito, gnaisse € canga (Joly, 1970; Giulietti & Pirani, 1988; Borba & Semir, 1998). As regides
de campos rupestres da Serra do Espinhago s@o consideradas importantes centros de diversidade
vegetal, apresentando grande nimero de espécies endémicas (Giulietti & Pirani, 1988; Giulietti &
Hensold, 1990; Wanderley, 1990; Semir, 1991; Eiten, 1992; Harley, 1988, 1995; Giulietti et al.,
1997; Lins et al., 1997; Mendonga e Lins, 2000; Vasconcelos & Lombardi, 2001). Devido a
descontinuidade destes ambientes, bem como de sua vegetacao, muitas espécies estdo distribuidas
em populacdes disjuntas, sendo estas caracteristicas freqiientemente citadas como as responsaveis
pela grande diversidade e endemismos observados nestes ambientes. A vegetacdo de campo
rupestre € unica do ponto de vista floristico (Joly, 1970; Giulietti & Pirani, 1988; Jesus et al.,

2001), no entanto, pouca atencao tem sido dada a conservagdo dessas dreas.

Este trabalho teve por objetivo geral estudar aspectos biossistemdticos em
Hoffmannseggella, como: biogeografia histérica e evolutiva, biologia floral e ecologia da
polinizacdo, biologia reprodutiva e aspectos citogenéticos, com énfase nas espécies distribuidas

ao longo da Cadeia do Espinhago no Estado de Minas Gerais.
Os objetivos especificos deste trabalho foram:

1. Determinar os fatores responsaveis pela elevada diversidade de espécies observada em
Hoffmannseggella, verificando como a diversidade e a riqueza de espécies estdo

organizadas ao longo da distribui¢do;

2. Verificar se as espécies de Hoffmannseggella sao realmente polinizadas por beija-flores,

como inferido previamente e quais os fatores responsaveis pela atracao dos polinizadores;
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Verificar a existéncia de relacdes de especificidade entre as espécies de Hoffmannseggella

e seus polinizadores;

Verificar se existem, e quais sdo, os mecanismos de isolamento reprodutivo entre espécies

sincronopdtricas;
Verificar quais s@o os sistemas reprodutivos presentes no grupo;
Verificar a importancia da poliploidia no estabelecimento e diversificagdo do género;

Utilizar e dispor das informacdes geradas através deste trabalho para elaboragdo de planos

de conservacao dos Campos Rupestres;

Contribuir com a taxonomia de espécies de Hoffmannseggella através dos conhecimentos

gerados.
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CAPITULO 1

Anadlise dos padroes fitogeograficos associados a métodos de PAE e modelagem ecoldgica
como ferramentas para delimitacao de areas prioritarias para conservacao de espécies dos
géneros Hoffmannseggella H. G. Jones e Dungsia V. P. Castro & Chiron (Laeliinae:

Orchidaceae).

Resumo: Padrées de distribuicdo geografica, riqueza e diversidade de espécies refletem
diretamente a historia evolutiva e biogeografica de uma regido. Hoffmannseggella e Dungsia sao
géneros de orquideas endémicos do Brasil, sendo o primeiro rupicola e o segundo epifita. Os
padroes de distribuicdo fitogeografica das espécies de Hoffmannseggella e Dungsia foram
estabelecidos através do georeferenciamento dos pontos de ocorréncia, posteriormente plotados
sobre quadriculas arbitrdrias de 1° x 1° sobre a distribui¢do core das espécies estudadas. A andlise
de similaridade, baseada na distribui¢cao das espécies dentro das quadriculas estabelecidas, revela a
formacdo de quatro sub-conjuntos distintos de espécies. O primeiro grupo € formado por espécies
endémicas da Chapada Diamantina na Bahia, o segundo e o terceiro formados por espécies tipicas
e endémicas do centro-norte e centro-sul da Cadeia do Espinhaco em Minas Gerais, € 0 quarto
formado por espécies restritas aos complexos rupestres de granito do Rio de Janeiro e Espirito
Santo. Os centros de riqueza e diversidade de espécies de Hoffimannseggella estdo localizados na
regido central da Cadeia do Espinhaco de Minas Gerais, numa area de encontro entre dois blocos
floristicos distintos. Por outro lado, os centros de riqueza e diversidade de Dungsia estdo
localizados no Espirito Santo. Das 34 espécies analisadas, 47% sdo micro-endémicas e restritas a
uma Unica serra com somente uma populacdo conhecida. Somente uma das espécies, H.
cinnabarinna, é amplamente distribuida e ocorre nos complexos rupestres de altitude de Minas
Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro. Através da andlise de PAE e modelagem ecoldgica,
sugere-se a delimitacdo de: (a) 12 dreas prioritdrias para conservagdo de espécies destes géneros;
(b) mais trés areas complementares para garantir ambientes adequados para ocorréncia destas

espécies; e (c) a conexao das dreas com elevado numero de espécies endémicas.
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Introducao

Os géneros Hoffmannseggella H. G. Jones e Dungsia Chiron e V. P. Castro & Chiron,
estavam circunscritos sob Laelia Lidley sensu Schlechter (1917). Recentemente, o género Laelia
sensu lato foi desmembrado em dois grupos principais: o das Laelia verdadeiras, que abrange
espécies da América Central e México, e o das espécies da América do Sul, que foram segregadas
em quatro outros géneros: Hadrolaelia (ca. 22 spp., agrupadas em 6 sec¢des), Microlaelia (género
monotipico), Hoffmannseggella (ca. 39 spp.) e Dungsia (ca. cinco spp.) (Chiron & Castro Neto,
2002). Apés a publicagdao do trabalho de Chiron & Castro Neto (2002) algumas espécies de
Hoffmannseggella foram descritas, e hoje o nimero de espécies circunscritas sob este género
aumentou para 42 (Verola & Semir, 2007). O género Hoffmannseggella € formado por espécies
rupicolas, exclusivamente brasileiras e ocorrentes em “Complexos Rupestres de Granito e
Complexos Rupestres de Quartzito” (sensu Semir, 1991), mais conhecidos como Campos
Rupestres e Campos de Altitude, nos Estados de Minas Gerais, Bahia, Rio de Janeiro e Espirito
Santo. Sob o género Dungsia, estdo circunscritas espécies brasileiras e exclusivamente epifitas,
ocorrentes em formagdes do Dominio Floresta Atlantica de altitude no Estado do Espirito Santo.
Do ponto de vista morfoldgico, Dungsia e Hoffmannseggella sio muito varidveis, porém
mantendo uma unidade comum quanto aos caracteres florais, sendo separadas somente pelo tipo
de habito (epifitas e rupicolas, respectivamente) e ambiente ocupado (formacdes florestais e

formacdes rochosas, respectivamente).

Os campos rupestres sdo caracterizados por sua descontinuidade, funcionando como vérios
fragmentos de vegetacdo confinados a ilhas de afloramentos rochosos. Devido a descontinuidade
das formagdes dos campos rupestres brasileiros, muitas espécies estdo distribuidas em populacoes
disjuntas, sendo isto freqiientemente citado como responsdvel pela grande diversidade e
endemismos observados nesses ambientes (Giulietti & Pirani, 1987, 1988; Giulietti & Hensold,
1990; Giulietti et al., 1987, 1997). Apesar dos campos rupestres serem um dos tipos de vegetacao
mais ricos em diversidade no Brasil (Joly, 1970; Giulietti & Pirani, 1988), pouca atencdo tem sido

dada a conservagao dessas dreas.

O numero de espécies endémicas em uma determinada regido € um importante critério para
selecdo de dreas prioritarias para conservacdo (Gentry, 1986; Roberts, 1988), sendo que &reas
montanhosas sdo geralmente reconhecidas como importantes centros de endemismo
(Kruckeberger & Rabinowitz, 1985), necessitando aten¢do especial para conserva¢do da

biodiversidade (Rapini et al., 2002).
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O estudo de espécies endémicas € importante por algumas razdes, tais como: fornecer
conhecimento sobre a historia evolutiva das espécies e ajudar a reconstruir a histdria biogeografica
das dreas ocupadas pelas espécies e determinar a vulnerabilidade a extin¢do das espécies em
questdo (Manrique et al., 2003). A vulnerabilidade a extincio de uma espécie € influenciada
principalmente pela especificidade de hdébitat, distribuicdo geografica limitada e tamanho

populacional reduzido, caracteristicas comuns de espécies endémicas (Manrique et al., 2003).

Um dos aspectos que impedem o melhor entendimento da distribuicdo geografica das
espécies € a falta de registros botanicos, devido a falta de coleta em dreas de dificil acesso, o que
causa um tipo de distribuicdo “viciada”, com as dreas bem coletadas as margens de estradas e
locais de facil acesso. Técnicas de georreferenciamento (GIS) e de modelagem ecoldgica sao
freqiientemente utilizadas para compensar as lacunas nos registros de coleta em dreas de dificil
acesso e sdo extremamente Uteis como ferramentas para estudos biogeograficos (Manrique et al.,
2003). A grande vantagem de se utilizar técnicas de modelagem ecoldgica € a possibilidade de
correlacionar varidveis ambientais com a distribui¢ao das espécies ou grupos de espécies com que
se pretende trabalhar, fornecendo certa previsibilidade de quais os fatores responsaveis pela

manutengdo e distribui¢cdo destas espécies (Manrique et al., 2003).

Por sua vez, a utilizagdo da andlise de PAE (Parsimony Analysis of Endemicity) € til por
fornecer cladogramas, que ndo necessariamente refletem aspectos filogenéticos, em que sao
baseados diretamente nos padrdes de distribuicdo das espécies (Morrone, 1994). Segundo Rosen
(1988) os cladogramas de PAE podem representar um cendrio ecologico de dreas ambientalmente
favoraveis para as espécies que se pretende estudar. Infelizmente, poucos sdo os trabalhos que
utilizam estas ferramentas para avaliar o potencial de distribui¢cdo de espécies, bem como para

identificar as melhores dreas para conservagao de diversidade (Manrique, 2003).

Dentro desse contexto, este trabalho visa: i-) descrever os padroes de distribuicao destes
grupos; ii-) caracterizar biogeograficamente as espécies de Hoffmannseggella e Dungsia, através
da identificacdo de areas de distribuicdo congruentes com as dreas ricas em endemismos; iii-)
determinar quais as dreas com maiores indices de riqueza e diversidade de espécies; iv-) analisar
os fatores responsaveis pela geracdo e manutencio da diversidade destes grupos de espécies; v-)
estabelecer quais as dreas prioritdrias para a conservacao de Hoffmannseggella e Dungsia e vi-)
avaliar se as dreas indicadas como prioritdrias para conservacdo possuem caracteristicas

ambientais adequadas para manutencgao destas espécies.
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Material e Métodos
Andlise do padrdo de distribuigcdo geogrdfica

Os dados sobre a distribui¢do das espécies foram obtidos através de levantamentos em
herbarios nacionais tais como: UEC, ESA, SPF, SP, BHCB, HXBH, ESAL, MBML, R, RB ¢ HB

(acronimos de acordo com Holmgren et al, 1990), além de levantamento em literatura

especializada e observagao de populagdes naturais.

Para este trabalho foram utilizadas as espécies validas de Dungsia e Hoffmannseggella
segundo Chiron & Castro Neto (2002), incluindo duas espécies posteriormente descritas, H.
viridiflora (Verola & Semir, 2007 - CAPITULO 6) e H. pendula Mota & Viana. Foram incluidos
somente registros de distribuicdo geografica de espécies observadas em herbdrios, populacdes
naturais ou literatura especifica, evitando-se incluir registros duvidosos. Registros duvidosos
foram aqueles com pontos de distribuicdo desconhecidos ou descritos de maneira vaga,

impossibilitando o georeferenciamento acurado.

Todos os dados referentes a distribuicdo derivados deste levantamento foram
transformados em coordenadas geograficas (graus decimais), e posteriormente, plotados em mapas
de distribuicao por meio de pontos georeferenciados, utilizando-se do programa DIVA GIS 5.2
(Gis.cip.cgiar.org/gis/tools/diva.htm). Para efeito de comparacdo os Complexos Rupestres de

Altitude (CRA) foram divididos em sete meso-regides geograficas (Fig.1):
(1) CDA - Regido da Chapada Diamantina, (-11,96N/-14.81S e -40.34L/-43.590);
(2) NCE - Regiao Norte da Cadeia do Espinhaco (-14.81N/-17.29S e -41.00L/-44.230);
(3) PDA — Regido do Planalto de Diamantina (-17.29N/-18.64S e 41.36L/-44.960);
(4) RSC — Regido da Serra do Cip6 (-18.64N/-19.90S e -41.36L/-44.960);
(5) SCE - Regido Sul da Cadeia do Espinhago (-19.90N/-22.21S e -43.43L/-46.000);
(6) MRJ — Regido do Macico do Rio de Janeiro (-21.57N/-23.00S e -41.38L/-43.530) e
(7) MES — Regido do Macigo do Espirito Santo (-19.00N/-21.15S e -440.30L/-41.790).

As cinco primeiras meso-regides, correspondem aos Complexos Rupestres de Quartzito, e
as duas tultimas, aos Complexos Rupestres de Granito, segundo classificagcdo de Semir (1991). As
meso-regides do Estado de Minas Gerais foram conglomeradas em unidades maiores, agrupadas

em duas macro-regides geograficas principais: CNMG — Centro Norte de Minas Gerais
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(NCE+PDA) e CSMG - Centro Sul de Minas Gerais (Fig. 1). Para critérios de inclusao
relacionados aos padrdes de distribuicao, bem como para os acronimos utilizados verificar legenda

da Tabela 1.

Andlise dos padroes de riqueza e diversidade

Todas as espécies e populacdes analisadas foram plotadas em quadriculas de 1° x 1° de
latitude/longitude, sobre os mapas de distribuicdo total das espécies de Hoffmannseggella e
Dungsia. Foram incluidas somente as quadriculas que apresentassem pelo menos um ponto de
ocorréncia. Foram atribuidos cédigos para cada quadricula de acordo com a divisdo politica de
cada regiao (Fig. 2). A verificacdo de padrdes de riqueza (total de espécies por quadricula) e
diversidade (contribuicdo de cada espécie por quadricula - indice de Shannon, Magurran, 1988)
foram estabelecidos por meio de mapas gerados e analisados pelo programa DIVA GIS 5.2

(http://www.gis.cip.cgiar.org/gis/tools/diva.htm).

Para verificar a existéncia de blocos floristicos ao longo da distribuicdo geogréfica de
Dungsia e Hoffmannseggella, as mesmas quadriculas foram utilizadas para constru¢do de uma
matriz com dados bindrios (presenca=1/auséncia=0), verificando em qual das quadriculas
determinada espécie ocorre. A matriz de ocorréncia foi submetida a uma andlise de agrupamento -
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean), pelo Indice de Jaccard,
utilizando o pacote de programas Fitopac 1.6 (Shepherd, 2006).

Andlise de PAE (Parcimony Analysis of Endemicity)

A anélise de PAE foi estabelecida a partir de uma matriz de presenca e auséncia (dados
bindrios), que classifica dreas ou localidades com tdxons andlogos. A andlise da matriz bindria,
leva em conta a distribuicao das espécies ao longo das quadriculas pré-estabelecidas. Para enraizar
o cladograma, foi utilizada uma quadricula hipotética preenchida com zeros para todas as espécies
utilizadas. A anélise de parcimdnia foi executada pelo programa PAUP 4.0b2 (Swofford, 1998),
através do método TBR (tree bisection-reconnection). O nivel de suporte da arvore obtido foi
testado através da andlise de “bootstrapping” (Felsenstein, 1981). A arvore reconhecida pelo
método de parcimonia foi utilizada para indicar as dreas prioritdrias para conservacao das espécies
de Hoffmannseggella e Dungsia. Somente os terminais dicotdmicos foram considerados relevantes

para conservacao da diversidade de espécies.
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Modelagem Ecolégica

Os pontos georeferenciados das espécies de Hoffmannseggella e Dungsia foram utilizados
para gerar modelos ecoldgicos de distribuicdo. A geracdo de modelos ecolégicos consiste em
associar os pontos de ocorréncia de determinada espécie ou género a varidveis ambientais, ao
longo da distribui¢do. Nesse contexto, os programas que geram as previsdes de distribui¢do
provavel utilizam algoritimos especificos para distribui¢cdo potencial das espécies, concatenando

as varidveis ambientais mais adequadas para ocorréncia de um determinado grupo ou espécie.

Foram  utilizadas as  varidveis ambientais de clima do  WorldClim
(http://www.gis.cip.cgiar.org/gis/tools/diva.htm; http://www.worldclim.org/) e de topografia do
U.S.Geological Survey’s (grupo de dados do Hydro-1K; http://edcdaac.usgs.gov/gtopo30/hydro).
Os dados de clima utilizados pertencem a um grupo de varidveis climdticas derivadas de valores
de temperatura e precipitacio mensais (BIO1, BIOS5, BIO6, BIO12, BIO13 E BIO14 — para
detalhes ver Beaumont et al., 2005). As varidveis bioclimdticas selecionadas representam
sazonalidade (médias anuais de temperatura e precipitacdo) e fatores extremos ou limitantes
ambientais (temperatura no trimestre mais frio € no mais quente, precipitacdo no trimestre mais
seco € no mais Umido). Estas varidveis foram selecionadas seguindo as recomendacdes de Nix
(1986), para o qual esta combinagdo de camadas geralmente produz modelos melhores que
aqueles obtidos com valores mensais de temperatura e precipitacdo. Optou-se por camadas com

resolucao de célula de 0.00417°.

Os dados de topografia selecionados foram elevacao, relevo, aspecto e indice topografico,
com resolugcdo de 0.01°. Os dados de indice de vegetacio (NDVI) sdo derivados de medidas
obtidas por satélites AVHRR (Advanced Very High Resolution Radiometer), e representam as

concentragdes de massa verde da vegetacdo na superficie.

Os dados de solos foram extraidos de mapas digitais (escala 1:5000000) da Embrapa
(1981), versdo digital fonte: U.S. Geological Survey’s EROS Data Center, Sioux Falls, South
Dakota (1992), onde s@o definidas setenta categorias de solos. Os dados geoldgicos e
geomorfoldgicos sao derivados de mapas digitais do IBGE (escala 1:5000000 — edi¢do digital da

Carta ao Milionésimo; http//www.ibge.gov.br/mapserver).

Os modelos de distribuic@o presente foram feitos através do algoritmo Bioclim, através do

programa DIVA GIS versao 5.1 (http://www.gis.cip.cgiar.org/gis/tools/diva.htm) que leva em
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consideracdo as camadas descritas anteriormente para o presente. Os modelos de distribui¢do
futura foram obtidos através do algoritmo BIOCLIM (v 5.1), levando em consideragao as camadas
descritas anteriormente, com proje¢do para o futuro, que prevé condicdes adequadas para os
pontos georeferenciados para os proximos 50 anos. Os modelos foram gerados separadamente
para ocorréncia das espécies de Hoffmannseggella e Dungsia e, posteriormente, concatenados para

verificar as dreas mais adequadas para conservagao da diversidade de espécies destes géneros.

Estabelecimento de Areas Complementares (Corredores Ecoldgicos)

Além das dreas previstas pela Andlise de PAE como importantes centros de conservacio
de diversidade de espécies de Hoffimannseggella e Dungsia, foram estabelecidas dareas
complementares para conservacdo de diversidade, com elevado potencial ecolégico para
ocorréncia das espécies destes géneros, com base nos modelos ecoldgicos gerados para o presente
e futuro (concatenados). Essas dreas foram determinadas pelas caracteristicas ecoldgicas
adequadas para ocorréncia das espécies (similaridade ecoldgica evidenciada pelo método de
modelagem) e ligacdo entre dreas com elevada riqueza de espécies que ndo foram previstas pela
andlise de PAE. Dessa maneira, as dreas estabelecidas funcionam como corredores ecolégicos de
ligacdo entre dreas de diferentes conjuntos floristicos, garantindo o potencial de dispersdao das

espécies a longo prazo.

Resultados
Distribuicdo geogrdfica

Neste trabalho foram consideradas 34 espécies de Hoffmannseggella e trés espécies de
Dungsia (Tabela 1). Foi obtido um mapa com o padrao de distribuicdo geografica geral para as
espécies de Hoffmannseggella e Dungsia. Todas as espécies estudadas sdo nativas do Brasil e
ocorrem somente nos Complexos Rupestres de Altitude, principalmente na regido sudeste, exceto
duas espécies (5,9%), H. pfisteri e H. bahiensis, que ocorrem na porcdo sul da Chapada

Diamantina — BA (quadriculas BA1 e BA2 — Fig. 2).

De todas as espécies de Hoffmannseggella estudadas, 25 (73,5%) sdo encontradas
exclusivamente na Cadeia do Espinhaco ou Complexos Rupestres de Quartzito de Minas Gerais,

das quais 12 (48%) sdo exclusivas da regido centro-norte (CNMG) e 13 (52%) ocorrem somente
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na regido centro-sul (CSMG). Seis espécies (17,6%) sdo encontradas nos Complexos Rupestres de
Granito dos Estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro (MES + MRI), das quais quatro (80%)
ocorrem exclusivamente no primeiro Estado (MES), e 1 (20%) no ultimo (MRJ) (Fig. 1).

Das espécies de Hoffmannseggella analisadas, somente uma, H. cinnabarina, apresenta
ampla distribuicdo, ocorrendo nas regides centro-norte e centro-sul de Minas Gerais, bem como
nos Estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro (Tabela 1). Trés espécies (8,8%) apresentam
distribuicdo regional, cinco (14,7%) apresentam distribuicao inter-regional, nove (26,5%)
apresentam endemismo local, sendo que a maioria, 16 espécies (47%) sdao micro-endémicas, com
somente uma populacdo conhecida em condi¢des naturais (Tabela 1). As espécies de Dungsia
ocorrem exclusivamente no Macico do Espirito Santo, sendo que duas delas apresentam

distribuicao regional, e uma € micro-endémica (Tabela 1).

De acordo com as andlises de similaridade, é possivel observar a formacdo de quatro
blocos fitogeograficos ou subconjuntos de espécies distintos, estabelecidas de acordo com a
distribuiciio geral das espécies nas quadriculas (UPGMA/Indice de Correlacio Cofenética de

Jaccard = 0,93) (Fig. 3).

O primeiro bloco (D) € formado por somente duas espécies de Hoffmannseggella (H.
bahiensis e H. pfisteri), que sdo exclusivas da meso-regido CDA, sul da Chapada Diamantina na
Bahia (Fig.3). No segundo bloco (C), estdo circunscritas dez espécies das meso-regidoes MRJ e
MES, sendo trés de Dungsia e sete de Hoffmannseggella dos Maci¢os Rochosos dos Estados do
Rio de Janeiro e Espirito Santo (Fig. 3). O terceiro bloco (B) engloba 14 espécies de
Hoffmanseggella que ocorrem nas meso-regides RSC e SCE, com distribuicao exclusiva na regiao
centro-sul de Minas Gerais (CSMG) (Fig. 3). Por fim, o quarto bloco (A), é formado de 11
espécies de Hoffmannseggella tipicas das meso-regides NCE e PDA, ocorrentes no centro-norte da
Cadeia do Espinhaco de Minas Gerais (CNMGQG) (Fig. 3). Aparentemente, os quatro blocos
fitogeograficos sdo separados principalmente pelo padrdo de origem geoldgica regional (Fig. 4).
As espécies que formam o bloco fitogeografico D (Fig. 3) ocorrem exclusivamente sobre terrenos
de origem no mesoproterozéico (Fig. 4). A maioria das espécies do grupo C (Fig. 3) ocorre em
terrenos de origem no paleoproterozoico e algumas poucos em terrenos do neoproterozdéico (Fig.
4). As espécies do grupo B (Fig. 3) ocorrem predominantemente sobre terrenos de origem
geoldgica antiga, do arqueano (Fig. 4). As espécies do grupo A (Fig. 3) ocorrem em dreas com
origem geoldgica mista e complexa, que envolve formacdes geoldgicas distintas originadas em

diferentes épocas, principalmente no arqueano, mesoproterozéico e neoproterozoico (Fig. 4).
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Padroes de Riqueza e Diversidade

As regides com maior riqueza em espécies de Hoffmannseggella foram: a meso-regiao
RSC (Fig. 1 e 5), com 15 espécies (quadricula MG9 — Fig. 2), seguida da meso-regido PDA com
13 espécies (quadricula MG6 — Fig. 2) e a meso-regido SCE com cinco a nove espécies,
dependendo da quadricula (MG10 e MGI11 — Fig. 2) (Fig. 5). As demais meso-regides, CDA,
NCE, MRJ e MES, apresentam baixa riqueza de espécies (Fig. 5). De acordo com o indice de
diversidade de Shannon (H”), pode-se notar o seguinte: as dreas de maior diversidade sdo as do sul
da meso-regido PDA (quadricula MG6 — Fig.2) e o leste da meso-regido RSC (quadricula MG9 —
Fig. 2), com H’ entre 2.04 e 2.55 (Fig. 5). Outro importante centro de diversidade é o norte da
meso-regido SCE (quadriculas MG10 e MG11 - Fig.2), com H’ entre 1.53 e 2.04 (Fig. 5). As
regides sudoeste (quadriculas MG/ES1 — Fig. 2) da meso-regido MES, oeste (quadricula MGS5 —
Fig. 2) da meso-regiao PDA e sudoeste (MG13 — Fig. 2) da meso-regido SCE, apresentam indices
de diversidade semelhantes (H’ entre 1.02 e 1.53 — Fig. 5). As demais quadriculas mostraram

menor diversidade, H” variando de 0.0 a 1.0 (Fig. 5).

As espécies de Dungsia apresentam baixa riqueza de espécies em todas as quadriculas
(ES1, ES2 e MG/ES1 - Fig. 2) da meso-regiao MES, bem como baixos indices de diversidade (H’
entre 0.0 e 1.02) (Fig. 6).

Andlise de PAE

Na matriz montada para andlise de parcimoOnia, 21 dos 37 caracteres incluidos foram
informativos de maneira parcimoniosa. Nas buscas heuristicas foram retidas 2840 arvores, com
indice de consisténcia de 0.74 (IC=0.74) e indice de reten¢do de 0.72 (IR=0.72). A arvore mais
parcimoniosa obtida com os respectivos valores de “bootstrapping” estd apresentada na Figura 7.
Das 22 quadriculas testadas, 12 foram reconhecidas como prioritdrias para conservacido da
diversidade total de espécies de Hofmannseggella e Dungsia pelo método de parsimoénia (Fig. 7).
Cinco destas areas estdo localizadas na por¢do mineira da Cadeia do Espinhaco, uma na regiao
limitrofe entre os Estados de Minas Gerais e Espirito Santo, duas no Espirito Santo, duas no
Estado do Rio de Janeiro e duas na por¢cdo norte da Cadeia do Espinhaco, que corresponde a

Chapada Diamantina na Bahia (Fig. 7).
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Modelagem Ecologica

Para as espécies de Hoffmannseggella, os modelos gerados para o presente evidenciaram
que os locais mais adequados para ocorréncia das espécies (acima de 25% de probabilidade) se
sobrepdem as dreas de ocorréncia de maior riqueza e diversidade (Fig. 5 e Fig. 8). Estas 4reas
estdo localizadas nas quadriculas MG6, MG9, MG10, MG11 e MG/ES1 (Fig. 2), que sdo aquelas
da porcio Centro-Norte e Centro-Sul da porcdo Mineira da Cadeia do Espinhaco (Fig. 8A). Areas
de alta probabilidade de ocorréncia foram previstas estendendo-se da regido central do Espinhaco
Mineiro em direcdo Nordeste do Estado, onde ndo sdo encontradas espécies de Hoffmannseggella
(Fig. 8). As demais quadriculas nos Estados de Minas Gerais, Espirito Santo, sdo adequadas para
ocorréncia das espécies, porém com uma probabilidade menor (entre 5%-20%) (Fig. 8A). As
quadriculas localizadas na Bahia (Chapada Diamantina) foram previstas, porém ndo possuem

condig¢des ideais para ocorréncia de Hoffmannseggella (5%-10%) (Fig. 8A).

Os modelos de previsdes futuras para as espécies de Hoffmannseggella, prevéem areas
adequadas para sua ocorréncia muito similares ao observado nos modelos para o presente (Fig.
8B). No entanto, algumas quadriculas apresentam ligeira expansdo (MG6, BA1, BA2 — Fig. 2 e
Fig. 8B) ou retracdo das areas adequadas (MG9, MG10, MG11 - Fig. 2) (Fig. 8B). Fora das areas
das quadriculas, existe a possibilidade de expansdo de dreas adequadas no futuro, principalmente
no setor mineiro nas dire¢des sudoeste e centro-leste (Fig. 8B). As demais areas permanecem
inalteradas (Fig. 8B). Modelos concatenados para presente e futuro prevéem dareas adequadas
comuns para ambos os modelos (Fig. 8C), com elevada probabilidade de expansdo de areas
adequadas para as espécies de Hoffmannseggella do sul de Minas Gerais em dire¢do nordeste do

Estado de Sdo Paulo (Fig. 8C).

Para as espécies de Dungsia, os modelos gerados para o presente apresentam areas
adequadas de ocorréncia somente no Estado do Espirito Santo, que correspondem e se sobrepde as
quadriculas ES1 e ES2 (Fig. 9A). Os modelos gerados para o futuro, prevéem a expansao de areas
adequadas de ocorréncia no sentido sul, que corresponde ao norte do Rio de Janeiro, que se
sobrepdem as dreas previstas pela andlise de PAE (Fig. 7) como dreas prioritdrias para
conservagdo (RJ1 e RJ2 — Fig. 2) (Fig. 9B). Os modelos concatenados para presente e futuro
revelaram que as dreas de alta probabilidade de ocorréncia sdo as mesmas em ambos os modelos

(Fig. 90).
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Os modelos concatenados entre presente e futuro (Fig. 9D), tanto para as espécies de
Hoffmannseggella (Fig. 8C) como de Dungsia (Fig. 9C), revelam que as dreas previstas como
altamente adequadas (25%-100% de probabilidade) para ocorréncia das espécies estao
contempladas nas dreas prioritdrias para conservagdo, evidenciadas na andlise de PAE (Fig. 10 —

quadriculas em cinza).

Areas complementares

Além das dreas previstas pela andlise de PAE como prioritérias para conservagao (Fig. 7),
sugere-se a delimitacdo de dreas complementares para ligar as dreas de alta riqueza e diversidade
de espécies, através do reconhecimento das areas adequadas previstas pelos modelos ecoldgicos
(Fig. 10). Neste contexto, as areas mais adequadas para ligar estas dreas e que nao foram previstas
pela andlise de PAE (Fig. 7) sdo as quadriculas MG14, MG/RJ1 (Fig. 2), além de mais uma &rea
que ligaria as quadriculas MG11 a MG/EST1 (Fig. 2) (Fig. 10 — quadriculas em azul).

Discussao
Padroées de distribuicdo, riqueza e diversidade

Os campos rupestres ocorrem nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goids, que
correspondem as regides rochosas de maior altitude (acima de 900 m) (Giulietti et al., 1997). Essa
vegetacdo, embora ocupe uma dreas relativamente pequena, quando comparada a outros tipos de
vegetacdo do Brasil, € reconhecida como uma das &dreas de maior riqueza de espécies e
endemismos (Giulietti et al., 1997; Joly, 1970). Por exemplo, Giulietti et al. (2005) estimam que
cerca de 90% das espécies de Eriocaulaceae, Xyridaceae e Velloziaceae ocorrentes nos campos

rupestres sejam endémicas.

De acordo com os resultados deste trabalho, as espécies de Hoffmannseggella podem ser
consideradas como tipicas dos Complexos Rupestres de Altitude, ocorrendo principalmente nos
Complexos Rupestres de Quartzito de Minas Gerais. Estas, juntamente com outros tdxons como
Eriocaulaceae, Xyridaceae, Velloziaceae, Melastomataceae, Asteraceae entre outros (Giulietti &
Pirani, 1988; Giulietti & Hensold, 1990) formam um conjunto de espécies caracteristica deste tipo

de formacdo vegetacional.
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O principal centro de diversidade de espécies de Hoffmannseggella esta localizado na
Cadeia do Espinhago, numa drea entre a meso-regiao do Planalto de Diamantina e Regido da Serra
do Cip6 (Fig. 2), assim como ocorre com alguns géneros de Asteraceae (Semir, 1991),

Eriocaulaceae (Guilietti ef al., 1997) e Asclepiadaceae (Rapini et al., 2002).

Analise de similaridade tem sido utilizada para detec¢do de subconjuntos floristicos em
diferentes biomas do Brasil, como Cerrados sensu lato incluindo Campos Rupestres (Simon &
Proenca, 2000) e Campos Rupestres sensu stricto (Barros, 1998), utilizando diferentes niveis
taxondmicos como género (Mimosa: Leguminosae; Simon & Proenca, 2000) e familia
(Orchidaceae; Barros, 1998). Neste contexto, a andlise de similaridade entre as espécies de
Hoffmannseggella e Dungsia deixa claro que existem diferentes conjuntos de espécies que sao
substituidas ao longo da Cadeia do Espinhacgo (Fig. 3). Estas formam um gradiente latitudinal de
riqueza, que alcanca a maior expressividade na por¢ao mais central, representando uma zona de
contato entre os blocos Centro Norte e Centro-Sul da Cadeia do Espinhaco (CNMG e CSMG)
(Fig. 3 e Fig.6). No entanto, cada um dos blocos formados apresenta uma constituicao floristica
propria, com poucos elementos compartilhados entre as meso-regides, que sdo as espécies com
distribui¢ao do tipo IR (inter-regional) (Tabela 1). Isso pode ser devido ao ambiente particular
ocupado por cada uma das espécies, caso haja poucas espécies generalistas no grupo, ou entio
pelo isolamento relativo entre as dreas, que permitiu o surgimento de espécies por vicariancia.
Todas as espécies deste grupo estdo restritas a uma cota de altitude particular, e sdo dispersas pelo
vento, o que facilita a ocupacdo de novas areas isoladas, que pode ser seguida de eventos de
especiacdo por isolamento geogréfico (vicaridncia). Harley (1995) e Simon & Proenca (2000) ja
haviam notado a natureza heterogénea dos campos rupestres da Cadeia do Espinhago, onde cada
unidade ou conjuntos isolados de montanhas apresentam um conjunto particular de espécies
endémicas. Ambos os trabalhos (Harley, 1995; Simon & Proencga, 2000) também notaram um
numero maior de espécies endémicas no setor centro-sul da Cadeia do Espinhaco em Minas

Gerais.

Ao nivel de género ocorrem duas dreas de distribui¢do disjunta. A primeira disjungio é
formada nos Complexos Rupestres de Quartzito, entre o bloco de espécies da por¢do mineira da
Cadeia do Espinhaco (A + B) e Chapada Diamantina (D). A segunda, entre o0 Complexo Rupestre
de Quartzito da Cadeia do Espinhaco (A + B) e os Complexos Rupestres de Granito ou Macicos

do Espirito Santo e Rio de Janeiro (C) (Fig. 5).
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O primeiro padrao, no qual um género estd disjunto entre a Cadeia do Espinhaco de Minas
Gerais e a Chapada Diamantina na Bahia, pode ser observado em Barbacenia (Velloziaceae),
Pseudotrimezia (Iridaceae) (Giulietti & Pirani, 1987), Raylea (Sterculiaceae) e Morithamnus
(Asteraceae) (Harley & Simmons, 1986). O segundo padrdo de distribui¢cdo, no qual um género é
disjunto entre os Campos Rupestres de Minas Gerais e os contrafortes rochosos do Rio de Janeiro
e Espirito Santo, € menos freqiiente, porém observado em Camptosema (Leguminosae) (Queiroz,

1999), Constantia e Pseudolaelia (ambos da familia Orchidaceae) (Barros, 1998).

Tais padrdes disjuntos ndo podem ser explicados por eventos de dispersdo a longa
distancia. Uma provével hipdtese, € que entre o final do Plioceno e o Pleistoceno, estas areas
estariam conectadas através de dreas continuas de campos rupestres, similares aquelas encontradas
no presente de maneira disjunta (van Der Hammen, 1974; Brunham & Graham, 1999). Segundo
esses autores, neste periodo ocorreu uma série de episddios com épocas mais secas € amenas do
que as atualmente observadas na América do Sul, devido a eventos de glaciacdo em regides de
latitudes maiores. Para van Der Hammen (1974) e Brunham & Graham (1999), nestes periodos,
houve um deslocamento geral dos componentes floristicos para altitudes menores, como
conseqiiéncia das alteragdes causadas pelos efeitos da glaciacdo, deslocando os componentes de
mata para regides de baixada e aumentando a 4rea de ocupacdo dos componentes campestres,
devido ao recuo das matas. Nestas ocasides, ocorreram, provavelmente, a expansdo e comunicagao
entre as floras de Hoffmannseggella (blocos A e B), propiciando a dispersao de espécies restritas,
para dreas anteriormente disjuntas, como a Chapada Diamantina (D), e os Complexos Rupestres
de Granito do Rio de Janeiro e Espirito Santos (C), seguidos por eventos de especiacdo nestas

areas periféricas, hoje disjuntas (para discussao veja Capitulo 2).

A associagdo da distribuicdo geogréafica de cada uma das espécies de Hoffmannseggella,
com o nivel de organizacdo filogenética entre elas pode dar uma idéia da complexidade historica,
evolutiva e biogeografica deste grupo (Fig. 11). Nas espécies de Hoffmannseggella, os principais
eventos de cladogénese nao estdo associados diretamente a uma drea particular de ocorréncia das
espécies. Ao contrério, evidenciam multiplos eventos de colonizac@o e estabelecimento de um

mesmo grupo de espécies em dareas diferentes (ver discussdo no Capitulo 2).

Fato surpreendente neste trabalho foi o nimero de espécies micro-endémicas de
Hoffmannseggella (47%), superior as percentagens obtidas em outros estudos realizados em

diversas outras familias de Angiospermas em dareas semelhantes como Asclepiadaceae (Rapini et
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al., 2002), Asteraceae (Semir, 1991), Bromeliaceae (Forzza, 2001), entres outros (Harley, 1988,
Aratjo et al., 2005).

Muito embora estas regides estejam entre as mais bem coletadas do Brasil, a partir de
estudos realizados por diversos pesquisadores, incluindo os que deram especial €nfase a
Orchidaceae (Hoehne, 1927; Magalhaes, 1956; Pabst, 1957a, 1957b, 1957¢c, 1958a, 1958b; Pabst
& Strang, 1977; Giulietti et al., 1987; Alves, 1990, 1991, entre outros), pode ser que o esforco de
coleta ainda seja insuficiente para detectar outras populacOes das espécies consideradas neste
trabalho como micro-endémicas. Isto concorda com trabalhos anteriores que evidenciaram uma
diminui¢c@o no esfor¢co de coleta no sentido sul-norte da Serra do Espinhaco (Rapini et al., 2002;

Aratjo et al., 2005).

Outra possivel justificativa para o alto grau de micro-endemismos aqui evidenciado, seria a
elevada taxa de especiacdo das espécies deste grupo. O elevado grau de endemismo € uma
caracteristica particularmente interessante dos campos rupestres, fato ja apontado por diversos
autores (Joly 1970; Harley & Simons, 1986; Giulietti et al., 1987; Giulietti & Pirani, 1988; Semir,
1991; Giulietti et al., 1997; Rapini et al., 2002; Giulietti et al., 2005). Tal caracteristica € atribuida
a uma série de particularidades dos campos rupestres, como: topografia acidentada e fragmentada
(em que cada afloramento se comporta como uma ilha), variados tipos de solos e ocorréncia de
diversos microclimas especificos, proporcionando condi¢des ecoldgicas adequadas para uma
intensa especiacdo (Giulietti et al., 1987, 1996, 1997; Semir, 1991; Alves & Kolbek, 1994). Neste
trabalho foi observada uma dissimilaridade no tipo de matriz geoldgica predominante nas dreas de
distribuicao dos diferentes blocos de espécies (Fig. 4). Os blocos de espécies (subconjuntos
floristicos) B, C e D ocupam formacdes geoldgicas diferentes, porém relativamente homogéneas
(Fig. 4). Ao contrério, no bloco de espécies A (Fig. 3 e Fig. 4), principalmente no seu extremo
norte de distribuicdo, existem diferentes tipos de matrizes geoldgicas, que podem fornecer uma
diversidade maior de nichos ecoldgicos para o estabelecimento de espécies. Realmente, nesta drea
estdo localizados os centros de riqueza e diversidade de espécies de Hoffmannseggella (Fig. SA e

B), revelando a elevada taxa de especiag@o nesta drea.

Além de fatores ecoldgicos, caracteristicas intrinsecas das espécies de Hoffmannseggella
poderiam justificar o elevado nimero de endemismos no género. Em Orchidaceae as barreiras a
hibridagdo intra-genérica sdao geralmente mecanicas (pré-polinizacdo) e espécies filogeneticamente
préximas sdo, pelo menos a principio, potencialmente inter-férteis (Pijl & Dodson, 1966; Dressler,

1968, 1981, 1993). A hibridizacio € reconhecidamente um modo de especiagdo rapida,
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principalmente em Orchidaceae (Anderson & Stebbins, 1954; Blumenschein, 1960; Brieger,
1960), dando origem a um elevado nimero de espécies de modo relativamente rapido (evolugao

explosiva ou “surto evolutivo”, segundo Blumenschein, 1960).

Espécies de Hoffmannseggella sdo especialmente susceptiveis a eventos de hibridizacgao,
pois ndo apresentam fortes barreiras mecanicas ou genéticas que evitem a hibridacao (Capitulos 3
e 4), de modo que espécies simpdtricas e com eventos de floracdo sobrepostos podem inter-cruzar
dando origem a espécies hibridas (para detalhes ver Capitulos 3 e 4). Este fato pode justificar que
a maior riqueza e a maior diversidade de espécies sejam observadas na drea de encontro entre dois
blocos floristicos distintos, CSMG e CNMG (Fig. 3), onde alguns pares de espécies podem ser
encontrados em sincronopatria e a ocorréncia de hibridos € relativamente freqiiente (Capitulos 3 e
4). A elevada freqiiéncia de hibridos naturais observada em Hoffmannseggella, concorda com a

hipétese de Blumenschein (1960) de que muitas espécies deste género tém origem hibrida.

Outro fato que corrobora a origem hibrida de vérias espécies de Hoffmannseggella, é a
elevada taxa de polipléides no grupo. Blumenschein (1960) estima que cerca de 50% das espécies
do grupo sejam polipldides. Para esse autor, a poliploidia teria um papel fundamental na
exploragdao rdpida de novos ambientes, funcionando como agente fixador de produtos (ou

espécies) originados por eventos hibridagao.

Andlise de PAE e Modelagem Ecoldgica

A distin¢c@o entre biotas ou limites biologicos tem sido um dos maiores desafios dos
biogedgrafos (Trejo-Torres & Ackerman, 2001). Freqlientemente as andlises biogeograficas sao
feitas utilizando métodos subjetivos (e.g. Gentry, 1982; Borridi, 1996). Trabalhos focados em
métodos mais objetivos e analiticos vém sendo desenvolvidos para analisar os dados de
distribuicao dos organismos (e.g. Rosen & Smith, 1988; Rosen, 1988; Posadas, 1996; Posadas et
al., 1997; Morrone, 1998; Trejo-Torres & Ackerman, 2001; Manrique et al., 2003).

A andlise de PAE (Parsimony Analysis of Endemicity) foi proposta primeiramente por
Rosen (1985 in Rosen & Smith, 1988) e desenvolvida por Rosen & Smith (1988). Este método
representa uma forma direta de avaliar afinidades bioldgicas entre areas distintas (Trejo-Torres &
Ackerman, 2001; Manrique et al., 2003) e para deteccdo de areas de endemismo (Morrone &
Crisci, 1995; Posadas, 1996; Posadas et al., 1997). O nivel de organizacdo hierdrquica da anélise

de PAE é focado em diferentes unidades, como estudo de animais, plantas, comunidades
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bioldgicas, biotas e em nivel mundial (Trejo-Torres & Ackerman, 2001). Por outro lado, a
delimitacdo das unidades amostrais de comparacdo pode ser artificial, como sitios, quadriculas de
diversos tamanhos, formas e se¢Oes regionais (limites arbitrarios) ou entdo dreas biogeogrificas e

areas naturalmente delimitadas como ilhas, continentes e oceanos (Trejo-Torres & Ackerman,

2001).

Determinar a riqueza e a diversidade bioldgica através da andlise PAE é uma importante
forma de estabelecer dreas de conservagcdo (Manrique et al., 2003). A principal vantagem da
utilizacdo do método de PAE € que a diversidade total, dentro do nivel hierdrquico escolhido, pode
ser garantida em sub-unidades menores e mais faceis de serem implementadas, uma vez que uma
area escolhida pelo método ndo necessariamente contempla somente espécies endémicas e de
distribuicao restrita, mas obrigatoriamente, contempla espécies com distribuicdo geografica mais

ampla (Morrone, 1994).

O reconhecimento de dreas com elevada diversidade e endemismos indicados pela andlise
de PAE, nao € suficiente para implementacdo de dreas de conservacdo. Além de conhecer a
diversidade destas dreas, o reconhecimento das dreas com atributos ambientais e ecoldgicos
especificos (adequacdo ambiental) para a sobrevivéncia das espécies a serem conservadas € de
extrema importancia para delimitacdo de dreas de conservacdo (Manrique et al., 2003). A
aplicacdo de métodos baseados em modelagem ecoldgica e andlise PAE, ainda sdo escassos
(Manrique et al., 2003). No entanto, esta metodologia é sem divida uma poderosa ferramenta para
identificacdo de areas de diversidade, estabelecimento de planos de conservagdo e avaliacdo da

adequacdo ambiental destas dreas para sobrevivéncia das espécies alvo que se quer conservar.

O algoritmo BIOCLIM € uma ferramenta de modelagem ecoldgica que utiliza 35
parametros ambientais interpolados (Nix, 1986; Houlder et al., 2001; Beaumont et al., 2005). A
utilizacdo deste algoritmo pode revelar trés condicdes bdsicas: descrever as caracteristica
ambientais em que determinada espécie ocorre naturalmente, identificar dreas com caracteristicas
ambientais adequadas onde uma determinada espécie pode ser encontrada e identificar o
potencial de ocorréncia de uma espécie em cendrios bioclimaticos alterados (Beaumont et al.,
2005). Para uma discussao sobre as vantagens e limitagdes dos métodos e algoritmos utilizados
em modelagem ecoldgica ver Ferrier & Watson (1997), Backer et al. (2000), Pearson & Dawson

(2003) e, mais especificamente sobre o algoritmo BIOCLIM, Beaumont et al. (2005).
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Com base no exposto acima e nos resultados obtidos neste trabalho, através da andlise
PAE, sugere-se a delimitacdo de doze areas principais para a conservagao da diversidade total de
espécies de Hoffmannseggella e Dungsia. Além destas areas, os resultados obtidos através dos
métodos de modelagem ecoldgica, sugerem ainda a delimitacdo de mais trés areas, que possuem
caracteristicas ambientais adequadas para a conexao entre areas de alta diversidade de espécies de
Hoffmannseggella e Dungsia, que representam também corredores ecoldgicos estabelecidos ao

longo da histdria evolutiva destes géneros (para discussdo ver Capitulo 2).

No entanto, mesmo sendo necessdria a conservacao das espécies de Hoffmannseggella e
Dungsia, uma vez que a maioria das espécies destes géneros se encontra fora de dreas de
conservagao, a demarcagao de dreas de conservacdo deve levar em consideracdo o maior nimero
de espécies possivel, que compde a biota em foco, garantindo maior diversidade bioldgica. Os
resultados deste trabalho indicam a necessidade de trabalhos adicionais, que incluam o maior
nimero de espécies tipicas e endémicas dos Campos Rupestres, para que se possa identificar areas
comuns, prioritdrias para conservacdo e com elevado potencial ecolégico para manter o maior

nimero de espécies possivel por unidade de conservacao.
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Tabela 1. Lista de espécies de Hoffmannseggella e Dungsia dos Complexos Rupestres de Altitude, sua distribuicdo e regides de
ocorréncia. AD — Ampla Distribuicdo, espécie ocorrente em mais de trés meso-regides; IR — Inter Regional, espécie ocorrente em duas
meso-regides; DR — Distribui¢do Regional, espécie ocorrente em mais de uma quadricula dentro de uma mesma meso-regiao; EL —
Endemismo Local, espécie com mais de trés populagdes (pontos) localizadas em uma mesma quadricula dentro da mesma meso-regiao;
ME — Micro Endemismo, espécie com somente um ponto de coleta e uma tnica populagdo conhecida.

Padrao de distribuicao
Espécies

Local de ocorréncia
(Meso-Regiao)

Distribuicao Geografica/ Estado / Localidade

Espécie com ampla distribuicao (AD)

Hoffmannseggella cinnabarina (Batem. ex Lindley)

H. G. Jones

Espécies com distribuicao Inter-regional (IR)
H. briegeri (Blumensch. Ex Pabst) V.P.Castro &
Chiron
H. caulescens (Lindley) H. G. Jones

H. crispata (Thunb.) H.G.Jones

H. fournieri (Cogniaux) V.P.Castro & Chiron
H. rupestris (Lindley) V.P.Castro & Chiron

Espécies com distribuicio Regional (DR)
Dungsia brevicaulis (H.G. Jones) Chiron &
V.P.Castro
D. harpophylla (Rchb.f.) Chiron & V.P.Castro

H. bahiensis (Schltr.) H.G.Jones
H. reginae (Pabst) V.P.Castro & Chiron
H. sanguiloba (Withner) V.P.Castro & Chiron

NDE/PDA/RSC/SCE/MES/

MRJ

PDA/RSC

RSC/SCE

RSC/SCE

RSC/SCE

PDA/NCE

MES
MES
CDA

SCE
SCE

ES: Domingos Martins, Serras de Santa Teresa, do Forno Grande e Pico
do Frade; MG: Diamantina, Serras da Moeda, de Catolés, de
Itacambira, do Brigadeiro, do Capardo, do Caraca e do Cipd; RJ: Macaé
de Cima, Serras do Desengano e dos Orgdos

MG: Diamantina, Pico do Itambé e Serra do Cipd

MG: Serras da Moeda, da Piedade, de Carrancas, de Congonhas, de
Itabirito, de Itutinga, de Mariana, de Sao José, do Caraga, do Curral e do
Lenheiro

MG: Diamantina, Serras da Moeda, da Piedade, de Antonio Pereira, de
Itabira, de Itabirito, de Lavras, de Mariana, de Ouro Banco, de Ouro
Preto, de Sao Thomé, do Caraca, do Curral, do Ibitipoca, do Lenheiro e
Serra do Papagaio

MG: Diamantina, Serras da Moeda, de Lavras Novas, de Ouro Preto e do
Caraca

MG: Diamantina, Pico do Itambé, Serras de Botumirim, de Catolés, de
Grao Mogol, de Itacambira, de Montes Claros, do Cabral e do Cip6

ES: Cachoeira do Itapemirim e Serra de Santa Teresa

ES: Cachoeira do Itapemirim, Domingos Martins, Pico do Frade e Serra
de Santa Teresa

BA: Chapada Diamantina

MG: Serras da Moeda, da Piedade, do Caraca e do Curral

MG: Serras da Moeda, de Antdnio Pereira e de Catolés
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Tabela 1. Continuacao.

Espécies com Endemismo Local (EL)

H. pfisteri (Pabst & Senghas) V.P.Castro & CDA BA: Chapada Diamantina

Chiron

H. mixta (Hoehne) V.P.Castro & Chiron MES ES: Pedra Paulista e Serra de Santa Teresa

H. angereri (Pabst) V.P.Castro & Chiron PDA MG: Diamantina

H. bradei (Pabst) V.P.Castro & Chiron PDA MG: Diamantina

H. esalqueana (Blumensch. Ex Pabst) PDA MG: Diamantina

V.P.Castro & Chiron

H. ghillanyi (Pabst) V.P.Castro & Chiron RSC MG: Serra do Cipé

H. endsfeldzii (Pabst) V.P.Castro & Chiron SCE MG: Serra de Itutinga

H. kettieana (Pabst) V.P.Castro & Chiron SCE MG: Serras da Moeda e do Caraca

H. longipes (Rchb. F) V.P.Castro & Chiron SCE MG: Serras da Piedade, de Ouro Preto e do Caraca
Espécies Microendémicas (ME)

D. kautskyi (Pabst) Chiron & V.P.Castro MES ES: Domingos Martins

H. blumensheinii (Pabst) V.P.Castro & Chiron MES ES: Serra de Pequia

H. gloedeniana (Hoehne) V.P.Castro & Chiron MES ES: Cachoeira do Itapemirim

H. macrobulbosa (Pabst) H.G.Jones MES ES: Serra do Forno Grande

H. muchowiana (F.E.L.Miranda) V.P.Castro & MES ES: Baixo Guandu

Chiron

H. alvaroana (F.E.L.Miranda) V.P.Castro & MRJ RJ: Casimiro de Abreu

Chiron

H. hispidula (Pabst & Mello) V.P.Castro & PDA MG: Diamantina

Chiron

H. itambana (Pabst) V.P.Castro & Chiron PDA MG: Pico do Itambé

H. tereticaulis (Hoehne) V.P.Castro & Chiron PDA MG: Diamantina

H. verbooneni (F.E.L.Miranda) V.P.Castro & PDA MG: Diamantina

Chiron

H. viridiflora C.F. Verola & Semir PDA MG: Diamantina

H. cardimii (Pabst & Mello) V.P.Castro & RSC MG: Serra do Cip6

Chiron

H. duveeni (Fowlie) V.P.Castro & Chiron RSC MG: Serra do Cipd

H. gracilis (Pabst) V.P.Castro & Chiron RSC MG: Serra do Cipd

H. pendula Mota & Viana RSC MG: Serra do Cipé

H. liliputana (Pabst) H.G.Jones SCE MG: Serra de Ouro Banco

H. milleri (Blumensch. ex Pabst)V.P.Castro & SCE MG: Serra da Moeda

Chiron
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Figura 1. Complexos Rupestres de Altitude (CRA) divididos em sete meso-regides
geograficas: CDA — Regido da Chapada Diamantina, NCE — Regido Norte da Cadeia do
Espinhago, PDA — Regido do Planalto de Diamantina, RSC — Regido da Serra do Cipd,
SCE - Regido Sul da Cadeia do Espinhago, MRJ — Regido do Macico do Rio de Janeiro e
MES - Regido do Maci¢o do Espirito Santo. Para efeito de comparagdo, as meso-regides do
Estado de Minas Gerais serdo conglomeradas em unidades maiores, agrupadas em duas
macro-regides geograficas principais: CNMG — Centro Norte de Minas Gerais (NCE+PDA)
e CSMG - Centro Sul de Minas Gerais (RSC+SCE). As manchas delimitam as regides

montanhosas acima de 1000 metros de altitude.
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Figura 2. Mapa dos Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia,
mostrando as dreas de distribuicdo natural das espécies de Hoffmannseggella e Dungsia.
As areas de distribui¢ido geogréfica das espécies estdao divididas em 22 quadriculas iguais

de 1 x 1 grau cada. As abreviaturas foram atribuidas levando em consideracio a divisao

politica dos Estados.
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Figura 5. Distribuicdo da riqueza (A) e diversidade (B) das espécies de
Hoffmannseggella nos complexos rupestres de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito

Santo e Bahia.
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Figura 6. Distribuicdo da riqueza (A) e diversidade (B) das espécies de Dungsia no

Espirito Santo.
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parcimoniosa derivada da andlise de consenso (“Bootstrap”), dentre as 2840
arvores geradas pelo método TBR (Indice de Consisténcia = 0,74 e Indice de
retengdo = 0,72). Numeros acima dos ramos representam o nivel de suporte da
andlise de “Bootstrap”. As dreas dentro das quadriculas cinzas, correspondem as
areas indicadas para conservacdo da diversidade total das espécies de

Hoffmannseggella e Dungsia.
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Figura 10. Distribuicdo potencial das espécies de Dungsia e Hoffmannseggella.
Modelos concatenados Presente e Futuro. Quadriculas preenchidas de cinza,
representam as areas previstas como prioritarias pela Andlise de PAE (Andlise de
Parcimoénia). Quadriculas preenchidas de azul, representam as dreas complementares e
adequadas para conectar as dreas previstas pela andlise de PAE (corredores

ecologicos).
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Figura 11. Cladograma filogenético molecular das espécies de
Hoffimannseggella e Dungsia, com as areas de distribuicdo predominante para
cada espécie. RJ = Meso-regido do Macigo do Rio de Janeiro (MRJ); ES = Meso-
regido do Macico do Espirito Santo (MES); MG — Centro Norte = Meso-regioes
do Planalto de Diamantina (PDA) + Norte da Cadeia do Espinhago (NCE); MG —
Centro Sul = Meso-regides da Serra do Cipé (RSC) + Sul da Cadeia do
Espinhaco (SCE) e BA = Meso-regido da Chapada Diamantina (CDA).
Cladograma resultante de Analise Bayesiana de /7S 1 e ITS 2 (Capitulo 2)

utilizando as mesmas seqiiéncias do trabalho de van den Berg ef al. (2000).

50



CAPITULO 2

Molecular dating and evolution in some genera of subtribus Laeliinae (Orchidaceae), with

emphasis in Hoffmannseggella H. G. Jones and Dungsia V. P. Castro & Chiron.

Abstract: Phylogenetic research on Orchidaceae has been extraordinarily active over the past
years. The familial interrelationship being sufficiently understood, questions about divergence
times and origin of lineages are in focus. In this study we present an attempt to estimate the
origin and derivation times of the Neotropical genera Hoffmannseggella and Dungsia lineages,
based in ITS1 and ITS2 sequence data. These genera are one of the most derived inside Laeliinae
subtribus with a geographic distribution exclusive to Brazil. From our analysis Dungsia
diversification happened in the upper Miocene and Hoffimannseggella in Mio-Pliocene
boundaries. The origin and diversification of these genera are discussed in a biogeographic
perspective, with notes about multiple colonization and coalescent events linked to the Plio-

Pleistocene climatic changes and main migration routes established in these eras.
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Introduction

Among Angiosperms the Monocots circumscribe plants of worldwide distribution, being
one group of extreme ecological and economic importance with high species diversity
concentrated in tropical regions, as the orchids (Janssen & Bremer, 2004). Subtribus Laeliinae
Benth. possess 43 genera and approximately 1470 epiphitic or rupicolous species with exclusive
neotropical distribution (Dressler, 1993). In a recent work, Laeliinae was revised based on
phylogenetic studies (Van Den Berg et al., 2000), segregating the species of Laelia Lindl. in two
principal genera: the true Laelia, encompassing Central American and Mexican species, and
Sophronitis congregating all Brazilian species of Laelia sensu lato (Van Den Berg & Chase,
2000). However, the circumscription of all Brazilian species under the genus Sophronitis was not
well accepted, for it is a conglomerate of species with great variation of morphology, habit and
ecological requeriments. Later, the Brazilian species were revised and segregated in four genera:

Hadrolaelia, Hoffmannseggella, Microlaelia and Dungsia (Chiron & Castro Neto, 2002).

The Neotropical orchid genus Hoffmannseggella is one of the most ornamental genera
within Laeliinae and distributed almost only in Southeastern Brazil, in a vegetation called
“campos rupestres”. Especially Minas Gerais state represents the main center of diversity for
plants characteristic of campos rupestres (Harley, 1995; Semir, 1991), including
Hoffmannseggella (Blumenschein, 1960). Chiron & Castro (2002) recognized 32 species in the
genus, but the number has now increased to 42 (Castro & Chiron, 2003; Chiron & Castro, 2005;
Lacerda & Castro, 2005; Miranda & Lacerda, 2003; Mota et al, 2003; Campacci, 2005; Miranda,
2005), including H. viridiflora (Verola & Semir, 2007). Hoffmannseggella is a taxonomically
difficult genus because of morphological plasticity of the species and occurrence of
hybridization (Blumenschein, 1960a, 1960b; Van den Berg et al., 2000). Previous generic and
specific treatments are conflicting (Chiron & Castro Neto, 2002; Jones, 1968; Pabst & Dungs,
1975; Schlechter, 1917; Van den Berg et al., 2000; Van den Berg & Chase, 2000; Van den Berg,
2003; Withner, 1990).

Phylogenetic studies involving monocotyledons have received much interest in the last
decades (Janssen & Bremer, 2004). On the other hand, studies based on molecular dating, mainly
in monocots are scarce (Janssen & Bremer, 2004). The majority of available articles includes
dating of general lineages of monocotyledons and use markers with different evolutive rate in the
family level (Bremer, 2000; Bremer, 2002; Gvinish et al., 2000; Janssen & Bremer, 2004;

Wikstrom et al., 2001; Vinnersten & Bremer, 2001). Investigations involving molecular dating
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have received great attention in the last time, because of the great data availability generated
with the phylogenetic studies (Vinnerten & Bremer, 2001). The main advantage of investigations
involving molecular dating is the possibility of evolutive and biogeographyc history assess of a
particular group (Vinnerten & Bremer, 2001; Janssen & Bremer, 2004), allowing comparison to

diverse groups.

One of the main problems that concern the trails of dating ages of Orchidaceae
divergence is the complete absence of fossil availability for the branches calibration. However,
the indirect calibration using closely related families to the Orchidaceae is being used with
success (Janssen & Bremer, 2004). In accordance with results from Janssen & Bremer (2004),
two very important families in tropical regions, Orchidaceae and Arecaceae, represent the oldest
lineages among monocotyledons families, with an estimated origin in the beginning of
Cretaceous around 111 myr. For a long time, the orchids have been considered a highly
specialized group and with a relatively recent origin. Taking in consideration the results showed
by Janssen & Bremer (2004), the evolutive history of Orchidaceae must be seen under another
perspective, where the great diversity of species would not be, necessarily, result of fast and

recent radiation as it was thought.

This is a first experiment to use molecular dating methods with a biogeographyc
viewpoint in a Neotropical group of Orchidaceae, having as main objective to establish the

colonization, biogeography and evolutionary events in Dungsia and Hoffmannseggella.

Material and Methods
Taxon sampling

Since we aimed at dating the radiations within the clade comprised by Hoffmannseggella
H.G. Jones with its closest relatives, an extra outgroup (Lilium longiflorum: Liliaceae) was used
to determine the position of the root within the basal branch, but was subsequently excluded
from rate calculations. The molecular matrix was based on two main areas of ribossomic introns,
ITS 1 and ITS 2, subjected to higher mutation rates and that are generally used to detect
divergency between closely related species. The species utilizated in the analysis were chosen in
accordance with the trees obtained by Van Den Berg et al. (2000), posteriorly accessed in the
Genbank and included in the matrix. The nomenclature of Hadrolaelia, Dungsia and

Hoffmannseggella genus follow Chiron & Castro Neto (2002) review.

53



Alignment

First we used ClustalX v1.81 (Thompson et al., 1997) to sort the sequences by overall
similarity. Gaps were then manually deleted and the sequences realigned with Mafft v. 5.64
(Katoh et al., 2005). Indels were manually coded according to the principles specified by
Andersson & Chase (2001).

Phylogenetic Analyses

In order to test congruency of results from different methods of phylogenetic inference,
we performed our cladistic analyses using both PAUP* version 4.0b10 (Swofford, 1999) and
MrBayes 3.1 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). Maximum likelihood methods (Felsenstein,
1981) such as bayesian inference, contrary to traditional parsimony analyses, usually yield a
single most likely tree. Although the difference in likelihood scores to the next most likely tree
might not be statistically significant, the method provides a way of objectively chosing one fully
dichotomous tree among all others. MrBayes can also provide a “consensus” phylogram, in the
sense that the branch lenghts of the most likely tree are calculated based on their average length.
This is particularly useful when dating lineages, since polytomies would otherwise indicate that

radiations occurred simultaneously, an unrealistic assumption to make (Sandersson, 2004).

Maximally parsimonious trees (MPTs) were found using the heuristic search algorithm in
PAUP. Support was estimated using jackknife analysis (Farris, 1996). We ran 10000 replicates
with 37% deletion, using random addition sequence (10 replicates), TBR branch swapping,
saving 1 tree per replicate and using the other factory settings. We used MrModelTest 2.2
(Nylander, 2004) to find out which evolutionary model best fitted our data, out of 24 models of
nucleotide substitution. The chosen model was then incorporated into a MrBayes block in the
input file. We did two simultaneous runs of 1.500.000 generations each, sampling every 100
generations. We saved the branch lengths for every sampled tree and used the other default

settings.

Molecular dating

Divergence times were estimated based on the consensus phylogram generated during the

bayesian analysis. Since the number of substitutions along each branch was calculated on the
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average values of 15.000 trees, we think that this may minimize the stochastic error that would

be otherwise present if we chose to date a particular tree.

To test the hypothesis that the sequences evolved in a clocklike way, we performed a
likelihood ratio (LR) test, comparing the scores of the ML tree with and without enforcing a
molecular clock (Felsenstein, 1981; Sanderson, 1998). The LR was calculated as 2 ( Lciock model —
Lo clock model) and was assumed to be distributed as a x2 with S-2 degrees of freedom, being S the

number of taxa in the dataset (Nei & Kumar, 2000; Sanderson, 1998).

Divergence times were estimated using r8s program version 1.70 (Sanderson, 2002a).
The number of restarts and the number of time guesses were set to five. We have chosen to use
Nonparametric Rate Smoothing (NPRS) and Penalized Likelihood (PL) (Sanderson, 1997,
2002b) for our estimates. For the NPRS analysis, we used the Powell method for finding optima
of objective functions, and in PL the Truncated Newton method was chosen, in accordance to

recommendations of Sanderson (2004).

A critical point in phylogenetic dating is to calibrate the chronogram. Schmid & Schmid
(1973) concluded that the Orchidaceae have no reliable fossil record, but considered a Pliocene
fossil (Strauss, 1969) as the most plausible (Collinson et al., 1993). Using a large data set for the
monocots, Janssen & Bremer (2004) obtained a crown node age of 111 Myr for Orchidaceae.
But according to them, this unexpected origin in the Early Cretaceous seems mostly due to a
methodological bias, and this result should be interpreted with caution. Therefore, we have
decided to use the results obtained by Wikstrom et al. (2001) and calibrate our chronogram by
fixing the split between Oncidium chrysomorphum and Cypripedium calceolus at 35 Myr. The
branch lengths used for this estimation were calculated using Maximum Likelihood, a procedure
more consistent with our own methods than the Acctran and Deltran utilizated by Wikstrom et

al. (2001).

Results

The total number of characters in the matrix was 721, of which only 1 gap code. Out of
418 variable characters 164 were parsimony informative. Both the Hierarchical likelihood ratio
test and the Akaike information criterion implemented in the MrModelTest software choose the
GTR+G evolutionary model. Figure 1 shows the topology of the most likely tree for the

complete data set, using bayesian inference. A thick-lined branch means that the branch was also
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present in the majority-rule consensus of the jack-knife analysis. Numbers above branches
indicate the posterior probability of the clade. Numbers below branches show jack-knife support
values, whenever applicable. In the following, support will be referred to as strong for a posterior
probability = 0.91 or jack-knife support > 88. These values have been shown to represent
minimal values required for a 95% confidence interval of a node (Zander, 2004). Other
arbitrarily defined intervals of jack-knife support values will be referred to as moderate (76%-
87%), weak (63%-75%) and ambiguous (<63%). There was no conflict between the results
generated by the parsimony and maximum likelihood analyses, in the sense that there were no
clades that were strongly supported in one analysis but not in the other. When describing and
discussing elements of the tree, we will depart from topologically more extant taxa and

successively move inwards.

All runs in r8s using PL failed in the cross-validation process, required to find the best
smoothing value specific to the data set. According to the error messages, the failures were due
to the shortness of several branches. Figure 2 shows therefore only the chronogram obtained
using NPRS. All nodes are scaled proportional to their ages as estimated under the bayesian
analysis. Node numbers refer to Table 1. The age of the root, fixed at 35 Myr, and the age
separating Oncidium from the ingroup (16.27 Myr) are not shown, since their major roll in the
analysis was to calibrate the chronogram. The time scale used is that from Gradstein et al.

(2004).

Geographic distribution and branches origin

Species distributed mainly in Central America

In accordance with Bayesian analysis and molecular chronogram, the sister species of
every other considered in this work is Myrmecophila wendlandii (Rchb. f.) G.C.Kenn, with
estimated origin in about 9.2 Myr. In present times this species is distributed in Honduras and

Nicaragua, in altitudes that vary from 350 —1.100 meters.

Cattleya bowringiana Veitch is distributed in Southern of Central America with populations in

Belize, Guatemala and Honduras, between 250 and 900 meters.

Brassavola nodosa (L.) Lindl. is one of species with widest distribution in Belize, Costa Rica,
Guatemala, Honduras, México, Nicaragua and Panama, reaching the extreme north of South
America, with few populations in Colombia, Equador and Venezuela. Most of populations occur
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at 0 — 800 meters, usually can be found in places at 250 meter.

Cattleya dowiana Batem. is distributed mainly in Costa Rica and Panama, between 250 and 500

meters.

Rhyncolaelia digbyana (Lindl.) Schltr. is endemic to Honduras, in places with lower altitude, of

0 - 100 meters.

This species group, the Central American centered group, has its origin at the final of Miocene,
between 9.16 to 7.8 Myr. The results of dating branches and principal ages of divergence see

Table 1.

Species with South American distribution

Cattleya nobilior Rchb.f. occurs mainly in Bolivia, between 600 — 650 meters. This branch has

its origin in the Miocene, about 9.18 Myr.

Species with exclusive Brazilian distribution

Dungsia harpophylla (Rchb.f.) Chiron & V.P. Castro e D. kautskyi (Pabst) Chiron &V.P.Castro
are both endemic to Espirito Santo state and occur in places with variable altitudes between 600

and 800 meters.

Hadrolaelia coccinea (Lindley) Chiron & V.P. Castro has one of widest distributed in mountain
regions of Brazil, occurring in the states of Rio de Janeiro (Serra dos Orgdos), Espirito Santo,
Minas Gerais (Serra da Mantiqueira), S3o Paulo (Serra do Mar and Paranapiacaba) above 900

meters.

Hadrolaelia virens (Lindley) Chiron & V.P. Castro has a restrict distribution in Rio de Janeiro,

Serra dos ()rgéos, between 300 and 600 meters.

Hadrolaelia jongheana (Rchb.f.) Chiron & V.P.Castro occurs in some places of Minas Gerais,

specifically in Itabira and Diamantina municipalities, in altitudes of 300 — 500 meters.

The species of Hoffmannseggella H.G. Jones are distributed mainly in the Espinhaco
range of Minas Gerais, reaching the states of Bahia, Rio de Janeiro and Espirito Santo, always
associated to rock field above of 900 meters. For complete description of distribution patterns of

these species see Chapter 1.
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This species group has its origin in the Miocene, about 6.16 Myr, with posterior diversification

in the early Pliocene (5.37 Myr) and Pleistocene (Table 1).

Discussion

The results of this work reinforce the origin of this species group in the Miocene (9.16
Myr), related to components of Laurasic flora, probably in a region that today correspond to
Central America (Raven & Axelrod, 1974). In accordance with Van Den Berg et al. (2000), the
Laeliinae species would have originated in Central America with later South American

colonization.

The results, which are based on distribution areas and divergency epochs of the Laeliinae
species analised, are in accordance with a general model in that Orchidaceae would have arrived
South America in the Tertiary (Brieger, 1960, 1969, 1971; Braga, 1987). In this way, the basal
lineages in the resulting tree (Figure 2), would have originated locally in the Central America
and be confined to this region because of geographical barriers at the time. The rising epoch and
derivation of this group, between 9.16 and 7.8 Myr, showed the retention of this group in Central
America, probably due to dispersion impossibility to South America. In that time, the greatest
barrier for the dispersion was the isolation of South and North America, from each other because
of the union of the Pacific and Atlantic Oceans through a deep sea in the area of Panama and

Southern Mexico.

Burnham & Grahan (1999) consider the Isthmus of Panama formation of particular
biogeographic importance for the interchange of flora and fauna between South and North
America. In about 7 to 6 Myr ago there was the “Proto-Central America” formation, an oceanic
island group, relatively close, formed a “partial” inter continental link that cause the partial
containment between the Pacific and Atlantic seas. Complet formation of the Panama Isthmus

only has occurred approximately ground 3.5 — 3.1 Myr (Coates & Obando, 1996).

The independent origin of South American lineages of Hoffmannseggella, Dungsia and
Hadrolaelia from the Central American group at 6.16 Myr ago, evidences the colonization made
possible by those the “Proto-Central American” islands to reach South America by dispersion

events.
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In general the Orchidaceae is known by the potential to have long distance dispersion,
made possible by the dusty seeds without endosperm, easily carried by the wind (Dressler, 1981,
1993). Garay (1964) in relation to the orchids, admited that transoceanic transposition happens at
dispersal by “leaps” where oceanic islands function as real “stepping stones” for the colonization
of far areas. Long distance dispersion in Orchidaceae has been observed by some other authors

too (Ridley, 1930; Sanford, 1974a).

The origin of Neotropical groups from the extinct boreotropical forest taxa and with
occurrence in an extensive band in the Southern of Laurasic continent (Burnham & Johnson,
2004), was described in details by Lavin & Luckow (1993). Recent papers with combined
phylogenies, molecular dating and biogeographyc analyses (i.e., Antonelli & Sanmartin, unpubl.
res.; Richardson et al., 2004; Chanderbali et al., 2001), show that this route seems to provide the
best explanation for the dispersion and posterior radiation of groups with crescent diversity in

Neotropical regions.

Barros (1998) through distribution analyses of Campos Rupestres orchids, found some
probable migration routes for these species. In general these species would have reached the
Brazilian campos rupestres through distinct environments. The largely distributed species
generally are associated with forested environment and periamazonic distribution. Other groups
besides orchids show this same distribution pattern. De Granville (1988) made reference to
several others species with a same distribution pattern associated with mountain tops, low
montane forests and nebular forests, reinforcing the idea that the forest elements tend to be

relatively continuous and so are an excellent migration corridor for species migration.

Barros (1998) calls attention to an uncommon distribution type the “groups with
extention to the southern of South America” and the existence of a link between elements of the
campos rupestres and the vegetation of the Southern American vegetation type. Rizzini (1979)
treats joyntly the “campos sulinos” and the “campos limpos” of central Brazil (which
corresponds to campos rupestres) based mainly on the physiognomy. In turn, Oliveira-Filho &
Ratter (1995) grouped the semideciduous montane forests of Minas Gerais with the
semideciduous montane forests of Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul and Argentina.
Ledru et al. (1998) in palinologycal studies, show that the vegetation of Central, Southeastern
and Southern Brazil suffered great retractions and expantions in glacial (dry) and interglacial
(wet) periods. This fact opens the possibility of past linking and interchanges between the field

flora components of the campos rupestres and Southeastern-South flora in the past.
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A third pattern detected by Barros (1998) is the disjunction between orchid genera like
Constantia and Pseudolaelia, tipically found in the Campos Rupestres of Espinhaco Range and
Mantiqueira Range of Minas Gerais and Orgdos Range in the Rio de Janeiro. The same pattern
was detected in other monocots groups as Velloziaceae (Pirani et al., 1994) and Bromeliaceae
(Martinelli & Vaz, 1986, 1988) showing that these areas could be connected in recent past times.
The Hoffmannseggella species show the same disjoined pattern (Chapter 1).

Brunham & Grahan (1999) indicated that in the upper Miocene periods had most
retraction and expansion of vegetation along the east face of the Andean region. These
modifications are related to global cooling and Andes uplift. In accordance with molecular
dating, Hoffmannseggella species have occupied first the Minas Gerais Campos Rupestres
(Espinhaco Range), afterwards the granitic (gneiss) bulks of Rio de Janeiro and Espirito Santo,

and finally the Campos Rupestres of Bahia (Chapada Diamantina) (Figure 3).

Today the Hoffmannseggella species are distributed in outcrops of granite (RJ, ES) and
quartzite (MG, BA) always above of 900 meters of altitude, with a high diversity level found in
the central region of Minas Gerais (Chaptes 1). The retraction and expansion events of high
altitudinal vegetational complexes, would conect these areas in the Plio-Pleistocene boundary,
making possible the connection and intercharge between the field floral elements through
vertical-horizontal lines. This process was called by Stebbins (1984, 1985) of “secondary contact
model” and has been invocated to explain cyclic fragmentation and expansion of populations
during the Pleistocene, and documented in several genera, including Cerastium, Draba,
Parnassia, Saxifraga, Vaccinium, Senecio (Abbott & Brochmann, 2003; Brochmann et al., 2004;
Guggisberg et al., 2006; Suda et al., 2007) and the orchid genus Dactylorhiza (Pedersen, 2006;
Hédren et al., 2007).

This fact is easily visualized ploting lower altitudinal quotas (800 mts — campos
rupestres during glaciation events) in contrast with higher altitudinal quotas (1000 mts — campos
rupestres during interglaciation events), highlighting the migration corridors between rock
outcrops during the expansion of campos rupestres vegetation (Fig. 4A-B). This flora
displacement through vertical-horizontal lines is being studied in detail in others Brazilian
formations as Mantiqueira Range and their conections with neighboring Southeastern formations

(to review see Safford, 2007).
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The speciation models showed here are in accordance with the authoctone models
proposed for the campos rupestres, caused by population isolation, vicariance events in “islands
of rocky outcrops” (Pirani et al., 1994; Alves & Kolbek, 1994; Semir, 1991; Giulietti et al.,
1987, 1997) and posterior hybridation and introgression proposed by Blumenschein (1960) and
Brieger (1960).
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Table 1. Age of the nodes as shown in Figure 2.

Node Age (Myr) Node Age (Myr)
1 9.16 21 1.90
2 8.38 22 1.99
3 8.05 23 1.41
4 7.85 24 1.48
5 6.16 25 2.94
6 5.37 26 1.59
7 4.92 27 0.39
8 4.25 28 1.37
9 3.61 29 4.79
10 3.37 30 418
11 2.76 31 3.70
12 2.07 32 3.07
13 1.85 33 1.86
14 1.50 34 0.84
15 1.13 35 3.33
16 0.86 36 2.44
17 1.23 37 1.43
18 0.62 38 7.23
19 0.28 39 6.18
20 2.43
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Figure 1. The most likely phylogenetic tree obtained using bayesian inference. A thick-
lined branch indicate that the branch was also present in the majority-rule consensus of the
Jjack-knife analysis. Numbers above branches indicate the posterior probability of the clade.

Numbers below branches show jack-knife support values, whenever applicable.
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Figure 2. Chronogram with nodes scaled proportional to their ages as estimated under the

bayesian analysis. Node numbers refer to Tab. 1. Time scale from Gradstein et al. (2004).
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Figure 4. Distribution maps of Hoffmannseggella and Dungsia species. (A) Image shows
the High Rocky Crops in the Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Bahia states.
Red lines delimit isolated places higher than 1.000 meters; (B) Image shows hypothetical
expansion routes of Brazilian Campos Rupestres vegetation in the cool and dry epochs.
Blue lines delimit places with at least 800 meters of altitude. Wide arrows represent the
probable migration and connection routes, and the putative direction of migration.
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CAPITULO 3

Biologia floral e ecologia da polinizacio em espécies de Hoffmannseggella H.G.Jones

(Laeliinae:Orchidaceae) ocorrentes nos Campos Rupestres do Estado de Minas Gerais.

Resumo: Foram estudados a biologia floral, a ecologia da polinizacdo e o potencial de hibridagcao
em oito espécies do género Hoffmannseggella ocorrentes nos Campos Rupestres de Minas
Gerais. Ao contrédrio das propostas anteriores, que consideravam Hoffimannseggella um género
ornit6filo, todas as espécies sdo polinizadas por pequenas abelhas de diferentes familias como
Apidae (Ceratini sp.) e Halictidae (Dialictus sp. € Augochlora sp.). Além destes polinizadores,
foi observada, em condi¢Oes de cultivo, a remog¢do e a deposi¢cdo de polinias por vespas do
género Mischocyttarus (Hymenoptera:Vespidae). A grande diversidade de visitantes e
polinizadores em Hoffmannseggella compromete as relagdes de especificidade, quebrando as
barreiras de isolamento entre espécies sincronopatricas. As espécies estudadas sdo inter-
compativeis, com elevada taxa de viabilidade de sementes em cruzamentos inter-especificos, e
apresentam barreiras mecanicas fracas para evitar a hibridizagcdo entre espécies sincronopdtricas.
O sistema de polinizacdo em Hoffimannseggella ¢ baseado no engano do polinizador, e ao que
parece, utiliza um padrao floral tipico e generalizado de flores melitéfilas. A maioria das espécies
apresenta mecanismos de autopolinizacdo espontanea. Dois tipos diferentes de mecanismos de
autogamia foram descritos, porém a maioria das espécies de Hoffmannseggella € auto-
incompativel. A taxa de frutificacdo € baixa em todas as espécies e populacdes estudadas, devido
aos polinizadores inconstantes e pouco freqiientes. Baixo nivel de frutificacdo € freqiientemente
observado em espécies de engano e parecem fazer parte de uma estratégia de sobrevivéncia a
longo prazo, principalmente em espécies que vivem sob escassez de recursos, como observado

em Hoffmannseggella.
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Introducao

De distribuicdo cosmopolita, Orchidaceae representa uma das maiores familias de
Angiospermas, contando com aproximadamente 25.000 espécies (Dressler, 1981, 1993; Pijl &
Dodson, 1966). De acordo com esses numeros, Orchidaceac € a maior familia entre as

monocotileddneas, representando 7% das Angiospermas existentes (Pijl & Dodson, 1966).

O amplo padriao de variagdo morfoldgica em Orchidaceae tem sido facilitado por sua
rapida evolucao propiciada por caracteristicas intrinsecas da familia como: individuos perenes de
vida longa, transferéncia do pélen em massas compactas (polinias) e producdo de grande niimero
de 6vulos e sementes sem endosperma, facilitando a dispersdo pelo vento a longas distancias (Pijl

& Dodson, 1966; Dressler, 1981, 1993).

A maioria das espécies de orquideas tende a ser polinizada por uma ou poucas espécies de
polinizadores (Dodson, 1962; Pijl & Dodson, 1966; Tremblay, 1992). Apesar de muitas vezes
ndo apresentarem barreiras reprodutivas, tanto inter como intra-especifica, adaptacdes
morfoldgicas especiais a polinizadores especificos asseguram, na maioria das vezes, a
polinizacdo cruzada. Estes sdo considerados os fatores mais importantes no desenvolvimento e
manuten¢do do grande ndmero de espécies na familia (Garay, 1960; Dodson, 1962; Pijl &
Dodson, 1966; Faegri & Pijl, 1979). Por essa razdo, varios autores como Dodson (1962), Dressler
(1968, 1981, 1993) e Pijl & Dodson (1966) vém enfatizando a importancia de se conhecer a
biologia reprodutiva das espécies de Orchidaceae, principalmente a poliniza¢do, para melhor
entendimento dos padrées de variacio e da evolucdo deste grupo e, partindo desses

conhecimentos, elaborar um sistema de classificagdo mais natural para a familia.

A subtribo Laeliinae Benth. € constituida por 43 géneros e aproximadamente 1470
espécies, de plantas epifitas ou rupicolas distribuidas exclusivamente nos neotrépicos (Dressler,
1993) e constitui um dos melhores exemplos de radiacdo adaptativa em Orchidaceae, uma vez
que neste grupo sdo encontrados quase todos os tipos de polinizadores (Pijl & Dodson, 1966;
Dressler, 1981). O género Hoffmannseggella com aproximadamente 42 espécies (Verola &
Semir, 2007) é um grupo complexo do ponto de vista taxondmico, devido ao alto polimorfismo
intra-especifico, que propicia o aparecimento de individuos com caracteristicas intermedidrias e

de dificil identificacdo (Barros, 1990).

Estudos filogenéticos indicam que Hoffmannseggella ¢ um dos géneros mais derivados de

Laeliinae (van Den Berg et al., 2000) e suas espécies ocupam exclusivamente dreas de campos
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rupestres. As flores deste género apresentam caracteristicas peculiares (Dressler, 1981), como a
coloragdo do perianto (réseo, amarelo ou laranja, sem a presencga de guias de néctar), morfologia
floral (labelo em forma de tubo e a presenca de camaras nectariferas na regido do ovério) e o
posicionamento das partes florais (labelo curvado para baixo ou horizontalmente) que indicariam

se tratar de um grupo adaptado a ornitofilia (Pijl & Dodson, 1966).

A subtribo Laeliinae e outros grupos de orquideas apresentam sistemas de polinizacao
baseados no engano dos polinizadores (Dressler, 1981; Nilsson, 1992). Neste tipo de sistema, as
flores mimetizam um modelo geral de flores que oferecem recompensa alimentar e, mais
raramente, um modelo especifico, atraindo os polinizadores. Abelhas sdo os principais
polinizadores de flores de engano, e sdo responsaveis pela polinizagao de aproximadamente 60%
das espécies de orquideas (van der Pijl & Dodson 1966). A arquitetura geral das flores em muitos
géneros de Laeliinae € descrita por Dressler (1981) como flores do tipo goela. Neste tipo de flor o
labelo recobre a coluna, e forma uma espécie de camara, na qual os polinizadores t€ém de entrar
completamente para procurar possiveis recursos florais, com conseqiiente remog¢ao das polinias,

que sdo depositadas no dorso do animal.

De acordo com Dressler (1968), relacdes de polinizacdo ndo especificas na familia
Orchidaceae normalmente nao conduziriam a especiacdo. Por outro lado, relacdes especificas
poderiam levar a especiagdo simpdtrica. Neste ultimo caso, a sele¢cdo natural poderia impor
relagdes cada vez mais especificas entre as plantas e seus polinizadores, principalmente em
espécies filogeneticamente proximas que estivessem ocorrendo juntas. Especiacdo baseada em
relagdes de especificidade fornece um modelo melhor de especiagdao simpatrica do que constancia
floral pelo polinizador, a qual poderia ser quebrada se o niimero de flores fosse baixo, o que é

esperado em uma espécie incipiente que surge por mutacdo (Dressler, 1968; Paulus & Gack,

1990).

Segundo Blumenschein (1960), o isolamento geografico e a hibridacdo em dareas de
sobreposicdo geografica das espécies de Hoffmannseggella podem ser responsdveis pelo grande
nimero de espécies no género. Devido a descontinuidade dos campos rupestres brasileiros,
muitas espécies estdo distribuidas em populacdes disjuntas, sendo que esta caracteristica vem
sendo freqiientemente citada como responsdvel pela grande diversidade e endemismos

observados nesses ambientes.
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Foram estudadas a biologia floral, a ecologia da poliniza¢do e o potencial de hibridac¢ao
em oito espécies de Hoffmannseggella. Os principais objetivos deste trabalho foram: i-)
investigar o possivel cardter ornitéfilo das espécies de Hoffmannseggella; ii-) determinar o
mecanismo de polinizagdo predominante no género; iii-) verificar a existéncia de relacdes de
especificidade entre as espécies de Hoffimannseggella e seus polinizadores; iv-) avaliar o
potencial de hibridacdo e a existéncia de barreiras de isolamento entre os pares de espécies

sincronopdtricas, € qual a importancia destes mecanismos no estabelecimento de novas espécies.

Material e Métodos
Areas de estudo

O trabalho foi desenvolvido em diferentes localidades de Minas Gerais (Tabelas 1 e 4),
em areas de campos rupestres. Campo rupestre € um tipo de vegetacdo de altitude que ocorre
principalmente nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goids. Este tipo de formacdo ¢é
caracterizado por vegetacdo aberta, com plantas herbaceas crescendo em solos arenosos e
pedregosos, com arbustos e subarbustos crescendo em “ilhas” de afloramentos rochosos de
quartzito, arenito, gnaisse e canga (Joly, 1970; Giulietti & Pirani, 1988; Borba & Semir, 1998). O
clima das dreas de ocorréncia das populagdes estudadas é tipo Cwb segundo a classificagdo de
Koppen (1948), caracterizado por clima mesotérmico entre 17-19°C, verdes brandos e chuvosos

que perduram por 7-8 meses € uma estagdo seca de 3-4 meses.

Observacao de visitantes e polinizadores

Foram feitas observacdes naturalisticas em oito espécies: Hoffmannseggella angereri, H.
bradei, H. caulescens, H. crispata, H. fournieri, H. ghillanyi, H. liliputana e H. rupestris (Fig. 1 e
Tabela 1). As observagdes da atividade dos visitantes florais foram realizadas em uma populagdo
de cada espécie, no intervalo entre as 6:00 e 18:00 h, durante 10 dias consecutivos, completando
cerca de 120 horas de observacgao para cada espécie. No final de cada dia, as flores dos individuos
do grupo de observacdo (individuo focal) foram marcadas e examinadas no outro dia para
verificacdo de remocdo e/ou deposi¢cdo de polinarios fora do periodo de observagdo. O material
testemunho das espécies estudadas foi depositado no Herbdrio da Universidade Estadual de

Campinas (UEC) (Tabela 1).
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Os visitantes florais foram coletados e armazenados por via seca, e enviados para
identificacdo por especialistas. Quando ndo foi possivel a coleta, as caracteristicas dos visitantes
foram anotadas, com a maior fidelidade possivel para identificagcdo posterior. O material
testemunho das espécies estudadas foi depositado no Museu de Histéria Natural da UNICAMP
(ZUECQC).

Biologia floral e ecologia da polinizacao

A presenca de nectdrios florais foi verificada através de cortes longitudinas nas flores de
todas as espécies estudadas. Para verificar a existéncia de osmoéforos, flores frescas foram
submersas em uma solu¢do de vermelho neutro 1% por uma hora, posteriormente lavadas com
uma solucdo de acido acético glacial 5% (Vogel, 1990). A presenca de guias de néctar, que
podem ser detectados pela presenca de pigmentos (flavondides) que absorvem luz ultravioleta foi
verificada colocando flores frescas em vidros com uma atmosfera saturada de hidréxido de

amonia por cinco minutos (Scogin et al., 1997).

A taxa de frutificacdo das espécies observadas foi obtida através da contagem direta de
frutos em desenvolvimento nas populagdes naturais. A taxa de remocao e deposicdo de polindrios
foi obtida por meio de coleta de flores em fenecimento de individuos marcados em campo,
acondicionadas em vidros com FAA 50% e levadas para andlise em laboratério. O nimero de
polinias removidas e/ou depositadas foi estimado pela contagem direta da ocorréncia destes

eventos nas flores coletadas, com auxilio de estereomicroscopio.

Além da coleta de material para estimativas relacionadas a taxa de frutificacdo e de
remog¢ao/deposicao de polindrios, nas populacdes focais, foi coletado material de outras
populacdes das mesmas espécies para verificar a existéncia de variacdes destes parametros entre

populacoes (Tabela 2).

Fenologia de floragao e distribuicdo geografica

Os dados referentes a fenologia de floracdo e a distribuicdo geografica das espécies
estudadas foram obtidos através de acompanhamento das populagdes naturais € em casa de

vegetacdo, bem como pelo levantamento de informacdes em herbdrios nacionais (UEC, BHCB,
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ESA, ESAL, HB, HXBH, MBML, R, RB, SP e SPF). Estes dados foram compilados para

verificar a existéncias de sobreposi¢do geografica e/ou fenoldgica entre as espécies.

Resultados
Biologia floral e atrativos

Os dados sobre a biologia floral e atrativos florais das espécies estudadas estao resumidos

na Tabela 3.

De forma geral, o nimero de inflorescéncias por individuo, nimero de flores por
inflorescéncia e o nimero de flores disponiveis ao dia foi maior em H. crispata (Tabela 3). O
tempo de duracdo de uma flor, entre a abertura e fenecimento, variou entre as espécies estudadas,
porém foi maior em H. liliputana (cerca de 10 dias) (Tabela 3). O hordrio de antese variou entre
as espécies e ocorreu mais cedo em H. angereri (entre 7:00 e 10:00 h) e mais tarde em H.
rupestris (entre 11:00 e 14:00h). A antese floral ocorreu, na maioria das espécies, de maneira
seqiiencial centripeta, da base para o dpice da raque, com excecao de H. rupestris que apresenta
antese seqiiencial centrifuga, do 4pice para a base da raque (Tabela 3). De todas as espécies
estudadas, somente alguns poucos individuos dentro das populacdes de H. bradei e H. ghillanyi,
produziram odores perceptiveis, a qual ocorreu ao longo do dia todo, sem um pico de producdao
em horario especifico (Tabela 3). Nenhuma das espécies produziu néctar. Em relagdo aos testes
de vermelho neutro (osméforos) e de hidréxido de amdnia (guias de néctar), a grande maioria das
espécies apresentou reacao positiva em ambos os testes, exceto H. angereri e H. caulescens
(Tabela 3). Os sitios evidenciados pelos testes de vermelho neutro e hidréxido de amonia

variaram de acordo com a espécie considerada, porém concentrados somente no labelo (Fig. 2).

Morfologia floral e nectarios extraflorais

Todas as espécies acompanhadas apresentaram elevada variacdo morfoldgica e de
coloragdo, tanto intra como inter-populacional (Fig. 3). Além da variacdo morfoldgica e de
coloragdo, a maioria das espécies, exceto H. liliputana, apresentou producdo de néctar em
nectarios extraflorais (Fig. 4), localizados na base da bréctea floral (Fig. 4A), no dpice das sépalas
(Fig. 4B) (durante a antese floral), na regido de insercao do perianto floral (Fig. 4C) e no dpice de

frutos em desenvolvimento (Fig. 4C). O local de producdo de néctar mudou com o estddio de
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desenvolvimento floral. Durante a antese os nectdrios do dpice das sépalas produziram néctar.
Até o fenecimento floral o néctar foi produzido em nectarios localizados na base das sépalas. Se a
flor era polinizada, durante o desenvolvimento do fruto, somente o nectario da base das sépalas
(4pice do fruto em desenvolvimento) manteve a producdo de néctar. Os Unicos nectdrios ativos
durante todo o processo de florescimento e maturacdo dos frutos foram aqueles localizados na
base das bracteas florais (local de inser¢do do pedicelo). Os locais de produgdo de néctar eram
forrageados o dia todo por formigas, tanto em populacdes naturais como em populacdes em
cultivo (Fig. 4D-E). As espécies de Hoffmannseggella que apresentaram nectdrios extraflorais e
foram forrageadas por formigas, tiveram flores predadas numa taxa bem menor (5 %) que a tnica

espécie sem nectarios extraflorais funcionais, H. liliputana (47 %).

Mecanismos de Autopolinizacao

Foram observados dois tipos de mecanismos de autopoliniza¢do espontanea (Fig. 5). No
primeiro mecanismo (Fig. 5.1), as autopolinizagdes ocorreram devido ao ressecamento do rostelo
e posterior dobramento das polinias através do caudiculo. Apds a abertura da flor e com o passar
dos dias, nas flores mais velhas o rostelo tornava-se cada vez menos tdrgido e ressecado,
diminuindo seu volume até que se tornava quase imperceptivel. No periodo de ressecamento do
rostelo, as polinias, que sao unidas por um caudiculo, mudavam de posi¢ao e aderiam ao 4pice da
lamina rostelar. Concomitantemente ao ressecamento do rostelo, as polinias eram deslocadas,
dobravam através do caudiculo e entravam em contato com a superficie estigmatica. Este
mecanismo ocorreu em H. briegeri, H. caulescens, H. crispata, H. cinnabarina, H. endsfeldzii, H.

fournieri, H. ghillanyi e H. liliputana em condi¢des naturais.

O segundo mecanismo (Fig. 5.2) ocorreu devido a abundante producdo de fluido
estigmatico. Neste caso, apds a abertura das flores e ao longo dos dias apds a antese, houve uma
producdo elevada de um fluido viscoso na regido da cavidade estigmatica, que se acumulou,
entrando em contato com as polinias e induzindo a germinacdo de tubos polinicos. Este

mecanismo foi observado em populacdes naturais de H. angereri e H. rupestris.

Os mecanismos descritos anteriormente nao foram generalizados nas populacdes
acompanhadas e ocorreram em alguns individuos de cada populacao (0,1%), em poucas flores de

um mesmo escapo floral (no maximo duas). Na maioria das vezes, as autopolinizacdes
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espontaneas ocorreram em uma ou no maximo duas flores de uma mesma inflorescéncia, sempre

em flores mais velhas inseridas na base do escapo floral.

Visitantes Florais e polinizacao
Hoffmannseggella caulescens

Os visitantes florais mais freqiientes desta espécie foram himendpteros da familia Apidae.
As visitas ocorreram entre o inicio € o meio da tarde, sendo intensificadas nas horas mais quentes
do dia, principalmente entre 14:00 e 15:00 h. As visitas foram esporddicas e inconstantes.
Geralmente as abelhas pousaram no labelo, por um tempo que variou de 15-30 seg. e visitaram as
flores de forma legitima. Nao foi verificada remoc¢ao ou deposicdo de polindrios fora do horério

de observacao.

Somente trés remogdes de polindrios foram verificadas, por uma abelha pequena do
género Ceratini. As remog¢des ocorreram a tarde (14:06 h, 14:35 h e 14:56 h). Estes insetos se
aproximaram das flores, pousaram e entraram completamente no tubo floral. O inseto nao ficou
aprisionado pela flor, mas permaneceu nela por até 30 segundos. Ao abandonar a flor, o inseto
ndo conseguiu se virar devido ao tubo estreito da flor, e teve de sair retrocedendo, quando
removeu a polinia. Na maioria das vezes a capa da antera foi removida juntamente com as

polinias. Apds visitar uma flor, o inseto ndo mais visitou outras flores da mesma inflorescéncia.

Freqlientemente os exemplares de H. caulescens foram observados em simpatria com uma
espécie arbustiva de Melastomataceae, que possuia flores com padrdo de coloragdo semelhante a

H. caulescens. Ambas foram visitadas pela mesma espécie de abelha.

Hoffmannseggella ghillanyi

Para esta espécie, os visitantes florais foram variados, como Hymenoptera, Coleoptera,

Diptera e uma espécie de beija-flor (Trochilidae).

Os Hymenoptera foram representados por abelhas das familias Anthophoridae, Halictidae,
Euglossinae e Apidae. As visitas ocorreram ao longo do dia todo, sendo intensificadas nas horas
mais quentes do dia, principalmente entre 12:00 e 15:30 h, mas de modo geral foram esporadicas

e inconstantes. Geralmente as abelhas somente pousaram no labelo, por um tempo que variou de
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6-15 seg. e, raramente, visitaram as flores de forma legitima. Nao foi registrada nenhuma

remogao ou deposi¢ao de polindrios fora do horério de observagao.

Foram verificadas duas remocdes de polindrio, por uma abelha pequena da familia
Halictidae, género Dialictus. As remogdes ocorreram pela manha (ca. 9:30h) e no inicio da tarde
(ca. 14h). O modo como esta espécie foi visitada € muito similar ao descrito para H. caulescens,
em que o inseto tem de entrar e sair de um tubo floral estreito, removendo a polinia ao sair da

flor, retrocedendo.

Outro visitante floral foi representado por um individuo macho de Thalurania furcata
(Trochilidae). A unica visita com remoc¢do de polindrio efetuada por este beija-flor ocorreu por
volta das 12:25 h, durando cerca de trés segundos. Esta espécie de beija-flor visitou,
constantemente, as flores de uma espécie arbustiva de Ericaceae (Gaylussacia sp.) muito
freqiiente na drea de observacdo. Durante os outros dias de observacdo, apesar de continuarem

visitando com freqii€ncia a espécie de Ericaceae, ndo mais visitaram a espécie de orquidea.

Os demais visitantes florais foram inconstantes e pouco freqiientes e, na maioria das
vezes, realizaram vOos proximos as flores e sem pousarem. Quando pousaram, ndo entraram nas

flores, deslocando-se para flores de outras espécies.

Hoffmannseggella liliputana

O visitante mais freqiiente desta espécie foi uma abelha da familia Halictidae, no entanto
devido ao comportamento furtivo deste inseto nao foi possivel capturar nenhum exemplar para

identificacdo, no entanto parece se tratar do género Dialictus.

Foi verificada apenas uma remoc¢do de polindrio, por uma abelha pequena da familia
Halictidae (Dialictus sp.). As visitas ocorreram durante o dia todo, sendo intensificadas nas horas
mais quentes do dia, principalmente entre 13:00 e 16:00 h. As visitas foram freqiientes, mas
geralmente as abelhas somente pousaram no labelo ou nas pétalas, por 1-3 seg. e, raramente,
visitaram as flores de forma legitima. O modo como esta espécie foi visitada é semelhante ao
observado e descrito para as espécies anteriores. Nao foi registrada remocdo ou deposicao de

polindrios fora do horario de observacao.
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Hoffmannseggella rupestris

Os visitantes mais freqiientes desta espécie foram Himenopteros da familia Halictidae. As
visitas ocorreram nos horarios mais quentes do dia, principalmente entre 14:00 e 16:00 h. As
visitas foram raras, e geralmente as abelhas somente pousaram no labelo ou nas pétalas, por um
tempo que variou de 5-7 seg. Nao foi registrada nenhuma remoc¢ao ou deposi¢cdo de polindrios

fora do horério de observagao.

Foi verificada apenas uma remoc¢do de polindrio, por uma espécie de Augochlora
(Halictidae). A remocdo ocorreu no inicio da tarde (14h12min.). O mecanismo de polinizacao

observado nesta espécie € semelhante ao descrito para as espécies anteriores.

Hoffmannseggella angereri, H. bradei, H. crispata e H. fournieri

Durante as 120 horas de observacdo, nao houve visitas as flores das populagdes
acompanhadas. Nao foi registrada remo¢do ou deposi¢do de polindrios fora do hordrio de
observagdo. Os tnicos insetos que efetuavam algum tipo de interacdo com estas espécies em
condi¢des naturais foram Hymenoptera (Formicinae), que forrageavam nectérios extraflorais
(Fig. 4). O mesmo comportamento de forrageio de nectédrios extraflorais por formigas, também
foi observado nas outras espécies de Hoffmannseggella estudadas, exceto em H. liliputana (Fig.

4).

Polinizadores observados em condi¢coes de cultivo

Todas as espécies de Hoffmannseggella mantidas em casa de vegetacdo, quando em época
de floragdo, foram visitadas por uma espécie de vespa do género Mischocyttarus ‘“‘vespas papel”,
que removiam e depositavam polindrios de flores da mesma ou de espécies diferentes. Em

condig¢des naturais estes insetos nao foram observados visitando as espécies acompanhadas.

Taxa de frutificacdo, remocao e deposicao de polinarios

Os dados de frutificacdo, floracdo, remocao, deposicao de polindrios e eficiéncia dos
polinizadores das oito espécies estudadas, bem como das populacdes adicionais, encontram-se na

Tabela 2.
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A média de frutos por inflorescéncia foi baixa em todas as espécies e variou de 1,62 em
H. angereri a 0,06 em H. liliputana. O nimero médio de individios que frutificaram em cada
populacdo foi reduzido e variou de 20,8% em H. angereri a 3,1% em H. liliputana. A taxa de
frutificacdo variou muito entre as espécies e populacdes analisadas, de 33% em H. rupestris a
4,8% em H. angereri. A taxa de remoc¢do de polindrios foi maior em H. ghillanyi (83,9%) e
menor em H. liliputana (9,4%). A maior taxa de deposi¢do de polindrios foi observada em H.
angereri (50%) e a menor em H. liliputana (3,1%). A eficiéncia de polinizacdo, dada pelo
balanco entre o nimero de polinias removidas e depositadas, variou muito entre as espécies,

maior em H. caulescens (79,5%) e menor em H. ghillanyi (21,3%) (Tabela 2).

Fenologia de floracao, sobreposicao geografica e potencial de hibridacao

Os resultados sobre fenologia de floracdo e sobreposicdo geogréfica entre as espécies

estudadas estio resumidos nas Tabelas 4 e 5.

Trés das espécies estudadas, H. angereri, H. bradei e H. rupestris, ocorrem no centro-
norte da Cadeia do Espinhaco e podem coexistir simpatricamente na regido de Diamantina. Além
de sobreposi¢do geografica, dois pares de espécies, H. angereri x H. rupestris € H. rupestris x H.
bradei, apresentam sobreposi¢do da fenologia de floracdo (Tabela 4) e podem ser consideradas

sincronopatricas (Tabela 5).

As outras cinco espécies estudadas, H. caulescens, H. crispata, H. fournieri, H. ghillanyi
e H. liliputana, estdo distribuidas na regido centro-sul da Cadeia do Espinhaco, da regido do
quadrildtero ferrifero nas cercanias de Belo Horizonte até o limite sul do Espinhaco. A maioria
delas pode ocorrer em simpatria ao longo da distribuicdo geografica (Tabela 5), no entanto,
apenas quatro pares de espécies sdo simpdtricas e com fenologia de floragdo sobreposta, H.
caulescens x H. crispata, H. crispata X H. liliputana, H. fournieri x H. bradei, H. bradei x H.
ghillanyi, e H. rupestris x H. ghillanyi (Tabela 4) e podem ser consideradas sincronopdtricas

(Tabela 5).

Nas espécies que ocorrem em sincronopatria, a morfologia floral, principalmente tamanho
das cavidades estigmaticas e polinias, sdo caracteres importantes para evitar, em algum grau, a
hibridacdo (Fig. 6). O fluxo polinico pode ocorrer livremente entre trés pares de espécies: H.
angereri X H. rupestris (Fig. 6A e B), H. caulescens x H. crispata (Fig. 6D e E) e H. bradei x H.
ghillanyi (Fig. 6H e I). Nos outros trés pares de espécies, H. rupestris X H. bradei (Fig. 6B e C),
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H. crispata x H. liliputana (Fig. 6E e F) e H. fournieri x H. bradei (Fig. 6G e H) o fluxo polinico
¢ unidirecional, e ocorre somente quando as espécies com polinias de menor tamanho sdo as

doadoras.

Alguns individuos foram considerados hibridos (Fig. 7), com base na morfologia e
coloracdo floral intermedidria entre as espécies parentais que ocorriam em sincronopatria na
regido de Diamantina. Um dos hibridos foi observado numa drea de ocorréncia simpétrica entre
H. rupestris e H. bradei (Fig. 7TA-C). Outros trés foram registrados em &reas de sobreposi¢ao

geografica entre H. angereri e H. rupestris (Fig. 7D-H).

Discussao
Biologia floral e atrativos

Uma das caracteristicas mais comuns da subtribo Laeliinae, incluindo Hoffmannseggella,
¢ a presenca de cuniculo (nectdrio total ou parcialmente incluido no ovério) (Van den Berg et al.,
2000). Ao contrario do esperado, nenhuma das espécies de Hoffmannseggella possui nectarios
nupciais funcionais, ou outro tipo de recurso floral, configurando um sistema de polinizagdao

baseado no engano.

Cerca de um terco das espécies de orquideas existentes enganam seus polinizadores (Pijl
& Dodson, 1966; Ackerman, 1986; Nilsson, 1992). Muitos modelos sobre sistemas baseados no
engodo vém sendo propostos, havendo uma concordancia entre eles, o da utilizacdo e
manipulagdo do comportamento dos polinizadores para a ocorréncia da polinizagdo, geralmente
relacionado a alguma das necessidades indispensdveis ao seu ciclo de vida, tais como: defesa
territorial, selecdo de sitios de oviposi¢do, comportamento sexual e busca por alimento (Wiens,
1978; Little, 1983; Ackerman, 1986). As caracteristicas morfoldgicas, de coloracdo, presenca de
guias de néctar e presenca de osmoforos em Hoffmannseggella indicam que estas espécies
apresentam um tipo de mimetismo Miilleriano, no qual mimetizam um padrao floral generalizado
de flores melit6filas da comunidade e acabam sendo polinizadas por visitantes inexperientes € ao
acaso. O mimetismo de modelos generalizados € comum em Orchidaceae (Ackerman, 1981;
Dafni & Calder, 1987, Catling & Catling, 1991, Nilsson, 1992, Johnson, 1993). Neste tipo de
sistema mimético, os visitantes aprendem a identificar uma fraude, tornando as visitas raras e
esporddicas, e comprometendo a frutificacdo, uma vez que os animais tendem a ndo retornar as

flores (Ackerman, 1981; Dafni & Calder, 1987, Montalvo & Ackerman, 1987, Nilsson, 1992,
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Rodrigues-Robles et al., 1992). O modelo apresentado fornece a melhor explica¢do para a baixa
freqiiéncia de visitas, bem como para os baixos niveis de frutificacdo nas espécies de

Hoffmannseggella.

Todas as espécies estudadas apresentam longo tempo de floracdo e antese seqiiencial.
Espécies que enfrentam escassez de polinizadores, principalmente as de engano, apresentam
periodo de floracdo longo e maci¢o, como uma estratégia para aumentar a atratibilidade e
estender a0 maximo a oportunidade de serem polinizadas (Ackerman, 1986; Catling & Catling,
1991b). Apesar de aumentar a probabilidade das flores serem polinizadas, a disponibilidade de
flores por vérios dias favorece a ocorréncia de autopoliniza¢des e polinizacdes geitonogamicas,
principalmente nas espécies de Hoffmannseggella nas quais ocorre autopolinizacdo espontanea.
No entanto, algumas espécies de Hoffmannseggella apresentam barreiras mecanicas parciais e

esterilidade parcial ou total para evitar a autofertilizacdo.

Polimorfismo floral

As espécies estudadas, inclusive aquelas que foram acompanhadas em casa de vegetagao,
principalmente H. bradei, H. ghillanyi, H. crispata, H. caulescens, H fournieri e H. rupestris,
apresentam flores com grande variabilidade morfolégica e de coloragdo, tanto intra como
interpopulacional. O elevado polimorfismo floral € caracteristico de sistemas de polinizacao
baseados no engano do polinizador. Baseados nisso, alguns autores vém considerando tais
caracteristicas, como possiveis adaptacdes florais evoluidas no sentido de elevar a taxa de
frutificacdo, através da diminui¢do do potencial de aprendizagem dos visitantes em relagcdo as
flores de engano, induzindo os polinizadores a algumas visitas antes de detectarem a fraude,
garantindo a fertilizacdo de algumas flores (Heirinch, 1975; Ackerman, 1981; Gregg, 1989;
Nilsson, 1992).

Nectdrios extraflorais

A maioria das espécies de Hoffmannseggella estudadas (exceto H. liliputana) apresenta
nectarios extraflorais funcionais. A importancia funcional e evolutiva destes nectarios vem sendo
interpretada de diversas maneiras. Uma das interpretacdes € que nectdrios extraflorais estariam
envolvidos na atragdo primdria de pequenos polinizadores, até que estes encontrem nectarios

florais realmente envolvidos na polinizacdo (Patt ef al., 1989). A interpretacdo mais corrente,
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entretanto, ¢ a de que nectdrios extraflorais estdo envolvidos na atracdo de defensores,
principalmente formigas, para a protecdo e diminuicdo de danos causados por predadores de
folhas, flores e frutos (Inouye & Taylor, 1979; Keeler, 1977; Keeler, 1981; Beattie, 1985).
Sckemske (1983) mostrou que pode haver relacdes de especificidade entre formigas associadas a
nectdrios extraflorais em diferentes espécies de Costus no Panamd. Nas espécies de
Hoffmannseggella com nectarios extraflorais funcionais a taxa de predacdo floral foi baixa, em
relagdo a unica espécie que ndo tem nectario extrafloral funcional, H. liliputana. Esse fato pode
estar evidenciando, que os nectarios extraflorais podem estar envolvidos com a prote¢do de flores

e frutos em desenvolvimento.

Mecanismos de autopolinizagdo espontdnea

Dois mecanismos de autopolinizacdo foram observados e descritos neste trabalho. O
primeiro mecanismo, no qual o rostelo tem que ressecar até as polinias entrarem em contato com
o estigma, foi observado também em Bletia purpurea (Lamarck) De Candolle, Basiphyllaea
corallicola (Small) Ames (Luer, 1971) e Sacoila lanceolata var. paludicola (Luer) Sauleda
(Catling, 1987). O segundo mecanismo, no qual a producao elevada de uma secre¢do estigmatica
€ necessdria para contatar e estimular a germinacdo das tétrades de pdlen das anteras foi
observado no género Vanilla sp. (Knuth & Loew, 1906 apud Pijl & Dodson, 1966). Mecanismos
de autopolinizagdo espontdnea sdo particularmente adaptativos em espécies que enfrentam
escassez de polinizadores, ou em espécies que estdo colonizando novos ambientes, como um
modo de garantir a reproducdo sexuada (Catling, 1984; Catling, 1990; Catling & Catling, 1991Db).
Os mecanismos de autopolinizacdo espontanea em Hoffmannseggella, parecem conferir
adaptabilidade maior em espécies auto-compativeis do género, que sdo as espécies poliploides

e/ou de origem hibrida (Capitulo 4).

Barreiras a autopolinizacdo

As espécies de Hoffmannseggella ret€m a capa da antera apds a remogao das polinias. As
Orchidaceae sdo geralmente auto-compativeis, mas a estrutura floral favorece fortemente a
polinizacdo cruzada (Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981, 1993; Catling & Catling, 1991a;
Borba & Semir, 1999). A retencdo da capa da antera por algum tempo apds a remogdo do

z

polindrio €, freqiientemente, interpretada como uma forma de diminuir a ocorréncia de
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autopolinizacdo e/ou poliniza¢des geitonogamicas, aumentando, conseqiientemente, a ocorréncia
de poliniza¢des cruzadas que promovam o fluxo génico (Catling & Catling, 1991b; Catling &
Catling, 1991a; Adams & Goss, 1976; Borba & Semir, 1999; Verola, 2002). Além do
impedimento mecanico a autopoliniza¢do, dado pela retencdo da capa da antera, as espécies de
Hoffmannseggella sdo fortemente auto-incompativeis (exceto H. rupestris € H. angereri) devido

a forte depressao endogamica (Capitulo 4).

Visitantes florais e mecanismo de polinizacdo

Brieger (1960) foi o primeiro a situar as espécies de Hoffmannseggella (tratadas como
Laelia secdo Parviflorae sensu Schlechter, 1917), como ornitéfilas, devido as caracteristicas
morfoldgicas: flores menores e tubulares, com cores fortes e contrastantes como amarelo,
vermelho e lilds. Segundo Brieger (1960) as modificacdes de coloracdo e tamanho das flores nas
espécies de Hoffmannseggella, surgiram devido a adaptagdes a um novo grupo de polinizadores
quando estas espécies abandonaram o epifitismo e colonizaram os campos rupestres. Esta
hipétese foi cada vez mais reforcada por outros autores, principalmente Pijl & Dodson (1966) e
Dressler (1981). De qualquer forma, o tnico registro formal de ornitofilia no género foi feito por
Dodson (ndo publicado, apéndice in Pijl & Dodson, 1966), que relatou o avistamento ocasional
de “um beija-flor ndo identificado” polinizando H. milleri (Blumensch. ex Pabst) V.P. Castro &
Chiron. No entanto, apesar das caracteristicas apontadas como ornitéfilas neste grupo de plantas
por alguns autores (Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981), os resultados deste trabalho, incluindo
o padrio de coloracio e morfologia floral, demonstram que a polinizacdio é efetuada

fundamentalmente por pequenos himendpteros de diferentes familias.

Na familia Orchidaceae, a maioria das espécies € polinizada por Hymenoptera,
principalmente abelhas (Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981). Sem duvida a melitofilia € a
sindrome de polinizagdo predominante em Laeliinae, quando se exclui o género Epidendrum, que
€ polinizado principalmente por borboletas e mariposas (Dodson, 1962; Pijl & Dodson, 1966). O
padrao de morfologia floral tubular em Hoffmannseggella ¢ comum e difundido na familia
Orchidaceae. Dressler (1981) chamou este tipo de morfologia como flores em goela (“gullet”).
Segundo Smidt ef al. (2006) este tipo de morfologia floral evoluiu independentemente vdrias

vezes em Orchidaceae.
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Nas flores com este tipo de morfologia, como as espécies de Hoffmannseggella, o
mecanismo de polinizagcao é efetivo porque a morfologia floral obriga o polinizador a entrar no
tubo floral estreito, removendo a polinia quando sai da flor, ao recuar (Dressler, 1981). O
mecanismo de poliniza¢do observado nas espécies de Hoffmannseggella coincide com o descrito
por Dressler (1981) para flores com morfologia floral do tipo “gullet”. O mesmo mecanismo de
polinizacdo foi observado em duas espécies de Cattleya (Smidt et al., 2006), em Hadrolaelia
sincorana (Schltr.) Chiron & V.P. Castro (Silva-Pereira et al., 2007) e em Hoffmannseggella
pfisteri (Pabst & Senghas) Chiron & V.P. Castro (Silva-Pereira et al., 2007), todas espécies de
engano e ocorrentes em dareas de campos rupestres da Bahia. No entanto, o tamanho dos
polinizadores de Hoffimannseggella é bem menor do que observado anteriormente em Laeliinae

(Matias et al., 1996; Borba & Braga, 2003; Smidt et al., 2006).

A polinizagdo por abelhas, principalmente as de tamanho grande, é considerada uma
caracteristica plesiomérfica em Orchidaceae (van der Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981) e
observada em espécies basais de Laeliinae (Matias et al., 1996; Borba & Braga, 2003). O género
Hoffmannseggella ¢ um dos mais derivados dentro da subtribo Laeliinae (van den Berg et al.,
2000), na qual a polinizacdo por pequenas abelhas constitui um carater derivado e aparentemente
responsavel, juntamente com o hdbito rupicola, pela radiagdo deste grupo nos campos rupestres

brasileiros.

De acordo com Brieger (1960), a colonizacdo dos campos rupestres por espécies de
Hoffmannseggella foi possivel devido ao abandono do epifitismo, concomitante a adaptacdo a
uma classe diferente de polinizador, os beija-flores. Desta forma, € bom reforcar que a base das
idéias de Brieger (1960) estava correta quanto a mudanga de polinizadores (grandes abelhas para
pequenas), no entanto, se enganou quanto aos novos polinizadores, pequenas abelhas ao invés de

beija-flores.

Taxa de frutificacdo e ecologia da polinizacdo

A familia Orchidaceae é muito adequada para estudos de evolugdo, por apresentar toda a
carga de podlen organizada na forma de polinias, que podem ser utilizadas para quantificar o
sucesso reprodutivo, tanto do componente masculino como do feminino, por meio da
amostragem direta da taxa de remoc¢ao e/ou deposicao de polindrios (Nilsson, 1992; Tremblay et

al., 2005). Tremblay (1992) ressalta a necessidade de polinizadores especificos, principalmente
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em orquideas nas quais toda a carga de pdlen estd concentrada em poucos “pacotes”, as polinias.
Desta forma, espécies que atraiam polinizadores ineficientes ou inespecificos, sofreriam uma
selecdo contraria pela perda de seu sucesso reprodutivo. Nas espécies de Hoffmannseggella, a
eficiéncia dos polinizadores € elevada, e na maioria das espécies os polinizadores sdo capazes de
depositar a maioria dos polindrios removidos. No entanto, estes elevados indices podem estar
sendo superestimados, pois as espécies apresentam mecanismos de autopolinizacdo espontanea.
Neste caso a apreciacdo dos resultados fica comprometida, impossibilitando qualquer inferéncia

sobre a eficiéncia do sistema de polinizacdo em Hoffmannseggella.

A taxa de produc¢do de frutos em todas as espécies e populacdes foi reduzida, o que esta
de acordo com o observado para espécies de orquideas com mecanismos de polinizagdo baseados
no engano do polinizador. Sistemas de polinizagdo baseados em recompensa alimentar,
normalmente possuem taxas de frutificacdo elevadas (Rodrigues-Robles et al., 1992; Pleasants &
Moe, 1993; Ackerman et al., 1994), sendo o inverso verdadeiro, em espécies que ndo oferecem
recompensas alimentares aos polinizadores (Montalvo & Ackerman, 1987; Ackerman, 1989;

Zimerman & Aide, 1989), como as espécies aqui estudadas.

No caso de H. ghillanyi, H. fournieri, H. liliputana e H. bradei, que crescem diretamente
sobre rochas, uma grande producdo de frutos em uma estacdo poderia interferir no crescimento
vegetativo, reproducgdo sexual futura ou na sobrevivéncia a longo prazo, pois em muitos casos, as
vantagens a curto prazo da alta produgdo de frutos sdao duvidosas, principalmente quando se trata
de espécies que sdo expostas a limitagdo de recursos (Schemske, 1980; Montalvo & Ackerman,
1987; Zimerman & Aide, 1989). Apesar de ndo ter sido quantificado, todas as espécies de
Hoffmannseggella aqui estudadas, quando polinizadas num mesmo ano, apresentaram
comprometimento no crescimento vegetativo na estagao seguinte, gerando pseudobulbos e folhas
menores que o habitual, além de ndo florescerem novamente. Estes dados corroboram a hipdtese
de limitagdo de recursos proposta para Orchidaceae (Schemske, 1980; Montalvo & Ackerman,

1987; Zimerman & Aide, 1989).

A adaptabilidade (“fitness”) real das plantas, neste caso, pode estar sendo maximizada
pela frutificacdo baixa ou moderada, resultante de baixos niveis de polinizacdo (Montalvo &
Ackerman, 1987; Calvo, 1990; Proctor et al., 1996). Baixa taxa de frutificacdo pode ser
particularmente adaptativa em plantas que se reproduzem predominantemente de forma
vegetativa, como as espécies aqui estudadas. Nestes casos, clones podem, teoricamente, viver por

centenas de anos e a reproducdo sexual pode ser a tnica garantia de sobrevivéncia a longo prazo
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ou de coloniza¢do de novas dreas (Pijl & Dodson, 1966; Proctor et al., 1996). Assim, raros
eventos de reproducdo sexuada, representariam uma estratégia mais eficiente do que uma
frutificacdo massiva em uma estacdo (Schemske, 1980; Montalvo & Ackerman, 1987; Zimerman
& Aide, 1989; Borba & Semir, 1998; Verola, 2002). Isso pode ser verdadeiro, principalmente em
Orchidaceae, na qual a sobrevivéncia da espécie pode ser garantida por um tnico fruto que, na

maioria das vezes, contém milhares de sementes (Dressler, 1981, 1993).

Fenologia de floragdo e hibridacdo

A floracdo de muitas espécies do género é sobreposto e a sobreposi¢do geografica entre
elas € freqiiente. Estas caracteristicas, aliadas aos sistemas de polinizacio com baixa
especificidade neste género, tornam as possibilidades de hibridacdo elevadas. Foi encontrado
neste trabalho, um total de quatro hibridos naturais. Estes resultados, associados ao registro de
grande nimero de espécies hibridas publicadas anteriormente, reforcam a proposta de
Blumenschein (1960) de que parte das espécies de Hoffmannseggella teria se originado por

eventos de hibridacgdo (ver Capitulo 5).

A maioria das espécies de orquideas € inter-compativel e o isolamento reprodutivo deve-
se a uma série de barreiras parciais pré-polinizacdo (Dodson, 1962; Dressler, 1968, 1981, 1993;
Paulus & Gack, 1990). Se estas barreiras sao quebradas, a conseqiiéncia normalmente é a
formacdo de hibridos (Pijl & Dodson, 1966; Sundermann, 1977; Schrenk, 1984; Linder, 1990;
Romero & Carnevali, 1990, 1992; Rossi ef al, 1992; Steiner et al., 1994; Borba & Semir, 1998;
Borba et al., 1999, 2001; Tremblay et al., 2005). A adaptacdo a polinizadores especificos
geralmente ndo afeta a compatibilidade genética entre grupos (gé€neros e espécies), causando
especiagdo muito rdpida em muitas espécies de orquideas, pois ocorre pouca ou nenhuma
mudanca no nivel cromossdmico e mantem-se a compatibilidade entre elas (Sanford, 1964, 1967;
Pijl & Dodson, 1966; Stort, 1972, 1986; Illg, 1975; Scacchi, et al., 1990; Borba & Semir, 1998).
As espécies de Hoffmannseggella analisadas sdo inter-compativeis e apresentam barreiras

parciais, porém fracas, evitando a hibridagao entre espécies.
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Tabela 1. Espécies, localidades e material testemunho das populagdes focais acompanhadas

em condicdes naturais.

Espécies Local de Coordenadas Voucher
p Observac¢do/Municipio Geogréficas
. Estrada para Milho Verde — 01 s 0mms C.F.Verola
H. angereri Diamantina - MG 18717°S/043733°W 1°126
) Trilha dos Escravos - 01, Om cs C. F. Verola
H. bradei Diamantina - MG 18°13°S/043°35°W 19083
Serra de Sao José — NG 01> C.F.Verola
H. caulescens Tirandentes - MG 21°08’S/044°17°W 1°044
. Serra de Sdo Thomé - Sao 0 Ans ocas C. F. Verola
H. crispata Thomé das Letras - MG 21°43°S/044°58°W 1°110
H. . Ponte do Calixto - “Curva do 20°27°S/043°36°W C.F.Verola
-Jourmert S’ — Ouro Preto - MG n°175
. : Serra do Cip6 — Conceic¢do do 0145 Orrs C. F. Verola
H. ghillanyi Mato Dentro - MG 19°16°S/043°33°W 1°062
H lilivut Serra do Ouro Branco — Ouro 20°29°S/043°42°W C.F.Verola
- Hitputana Branco - MG n°125
H ori Cachoeira dos Cristais — 18°18°S/043°53°W C.F.Verola
- TUPESITIS Diamantina/Biribiri - MG n°009
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Tabela 2. Taxa de Frutificagdo, remocdo de polindrios, deposi¢do de polindrios e eficiéncia dos polinizadores em espécies de Hoffinannseggella. Colunas:

IO=Numero total de inflorescéncias amostradas; FLT= ntimero total de flores amostradas; FLI= nimero de flores por inflorescéncia; FRT=ntumero total de frutos

observados; FRI= nimero de frutos por inflorescéncia; FR (%) = porcentagem de individuos frutificando por populagdo; IF (%)= porcentagem das hastes florais

frutificando por populacdo; TF (%)= taxa de frutificacdo da populagdo; RP= porcentagem de flores da populagdo que tiveram as polineas removidas; PD=

porcentagem de flores da populacdo que receberam depdsito de polinias e EP (%)= eficiéncia dos polinizadores, propor¢do entre o nimero de polindrios que

foram removidos e posteriormente depositados dentro da populagao.

Cédigo da

Espécies Populacio Municipio/ MG coordenadas 10 FLT FLI FRT FRI FR (%) 1IF (%) TF(%) RP PD EP
H. angereri CL28 Diamantina 18°17°S/043°33’W 3,0 24,0 8,0+1,0 (7-9) 5,0 1,6+2,0 (0-4) 20,8 66,7 0,2 79,2 50,0 63,1
H. bradei CLO5 Conselheiro Mata 18°12°S/043°42’W 74,0 113,0  1,5+0,6 (1-3) 24,0  0,3%0,6 (0-2) 21,2 21,6 0,2 54,0 32,8 60,7
CL11 Diamantina 18°13°S/043°35°W 76,0 121,0  1,620,7 (1-3) 14,0  0,2+4,4 (0-2) 11,6 18,4 0,1 42,1 157 373

Média - - - 51,0 86,0 1,5%0,6 (1-9) 14,3  0,25£2,3(0-4) 17,9 35,6 02 584 328 56,2
H. caulescens CL14 Carrancas 21°18°S/044°36’W 7,0 18,0 2,540,7 (2-4) 2,0 0,3+0,7 (0-2) 11,1 14,3 0,1 27,8 27,8 100,0
CL16 Sao Jodo Del Rei 21°07°S/044°12’W 27,0 53,0 1,9+1,0 (1-4) 7,0 0,2+0,5 (0-2) 13,2 222 0,1 35,8 150 419

CL17 Santa Cruz de Minas 21°29°S/044°36’W 24,0 46,0 1,9+1,2 (1-5) 9,0 0,3+0,8 (0-3) 19,6 20,8 0,2 63,0 283 449

Média - - - 193 390  2,1+1,0(1-5) 6,0 0,340,7 (0-3) 14,6 19,1 0,2 42,2 237 56,2
H. crispata CL13B Sao Thomé das Letras 21°43°S/044°58°W 15,0 90,0  6,0+2,2(3-10) 10,0  0,7+0,8 (0-2) 11,1 46,7 0,1 156 144 923
CL18 Conceigao do Ibitipoca 21°42°S/043°53°W 40,0 209,0 54+25(1-11) 24,0 0,6+1,0 (0-4) 11,5 30,0 0,1 25,8 17,2 66,7

Meédia - - - 27,5 1495 57+24(1-11) 17,0 0,740,9 (0-4) 11,3 38,4 0,1 20,7 158 763
H. fournieri CLO02 Lavras Novas 20°28°S/043°31’W 12,0 25,0 2,0+0,5 (1-3) 1,0 0,1+0,3 (0-1) 4,0 8,3 0,0 250 4,0 16,0
CL35B Ouro Preto 20°27°S/043°36’W 19,0 41,0 2,1+0,5 (1-3) 2,0 0,1£0,3 (0-1) 49 10,5 0,0 17,1 49 28,7

Média - - - 15,5 33,0 2,040,5 (1-3) 1,5 0,1+0,3 (0-1) 4,5 94 0,0 21,1 4,5 21,1
H. ghillanyi CL13 Conceigdo do Mato Dentro  19°16’S/043°32°W 44,0 106,0  2,4+1,4 (1-7) 6,0 0,1+0,4 (0-2) 57 11,4 0,1 839 179 213
H. liliputana CLO03 Ouro Branco 20°29°S/043°42°W 17,0 32,0 1,940,3 (1-2) 3,0  0,06+0,2 (0-1) 3,1 59 0,1 9,4 3,1 33,0
H. rupestris CL04 Diamantina 18°12°S/043°42’W 10,0 24,0 2,4+1,3 (1-5) 1,0 0,1+0,3 (0-1) 4,2 10,0 0,0 29,1 20,8 71,5
CLO7 Biribiri 18°18°S/043°53’W 20,0 57,0 2,8+1,3 (1-6) 1,0 0,05+0,2 (0-1) 1,8 5,0 0,0 45,6 14,0 30,7

CL34 Joaquim Felicio 17°41°S/044°16'W 4,0 18,0 4,2+1,5 (3-6) 1,0  0,25+0,5 (0-1) 5,5 25,0 0,1 333 55 16,5

Média - - - 11,3 33,0  32+1,4(1-6) 1,0 0,1+0,3 (0-1) 3,8 13,3 0,0 36,0 134 373
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Tabela 3. Biologia floral e atrativos florais em espécies de Hoffmannseggella. Primeira coluna = espécies estudadas. Ii
= numero de inflorescéncias por individuos; Ni = Numero de flores por inflorescéncia; Nd = Numero de flores em
antese por dia; Lf = Longevidade floral; Ha = Horério de antese; Sa = seqiiéncia de abertura das flores no escapo floral
(Cga = Centrifuga; Cta: Centripeta; Sia = Simultanea); Od/h= Odor perceptivel / horario de produgdo; Ne = Producao
de néctar; Os = Osmoéforos (teste de vermelho neutro: + = presencga; - = auséncia) e Gn = Guias de néctar (teste de
hidréxido de amonia: + = presenca; - = auséncia) / horario de produgdo. * = caracteristica predominante na maioria dos
individuos da populacdo observada.

Espécies Ii Ni Nd Lf Ha Sa Od/h Os Gn
H. angereri -3 79 25 48 7:00-10:00 Cta* - - -
H. bradei -3 14 13 5-6 9:00-12:00  Cga*, Cta, Sia  -*,+/diatodo  + +
H. caulescens 1-5 1-5 2-3  4-6  10:00-12:00 Cta* - - -
H. crispata -6  5-12 3-7 4-5 9:00-10:00 Cta* -k + +
H. fournieri 1-2 1-4 -3 6-8 8:00-9:00 Cta* - + +
H. ghillanyi -3 1-6 14 47 9:00-10:00 Cta* -*¥ +/diatodo  + +
H. liliputana -2 13 13 7-10 8:00-10:00 Cta*, Sia -k + +
H. rupestris 1-2 27 1-5 5-7 11:00-02:00 Cga* ¥ + +
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Tabela 4. Fenologia de floracdo das espécies de Hoffmannseggella. Barras preenchidas
representam os meses em que as espécies florescem.

Espécies Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

H. angereri _
H. bradei !

H. crispata

H. fournieri _
H. ghillanyi

H. liliputana

H. rupestris

h

Tabela 5. Fenologia de floracdo e sobreposi¢do geografica das espécies estudadas. X=espécies
simpdtricas; *=espécies com distribuicao geogréfica e fenologia floral sobrepostas.

Espécies rupestris  liliputana  ghillanyi  fournieri  crispata  caulescens  bradei
H. angereri * X
H. bradei * * * X X

H. caulescens X X *

H. crispata * X X

H. fournieri X

H. ghillanyi *
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Figura 1. Hoffmannseggella angereri (A); H. bradei (B); H. caulescens (C);

H. crispata (D); H. fournieri (E); H. ghillanyi (F); H. liliputana (G) e H. rupestris (H).

Note a morfologia tubular do labelo e variagdo de coloracdo do perianto das espécies
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Figura 2. Perianto dissecado evidenciando osméforos em lilds ou purpura (setas estreitas)

e guias de nectdrio em marrom escuro, preto ou azulado (setas largas). Osméforos (teste
de vermelho neutro - figuras da esquerda) e guias de nectdrios (teste de hidréxido de
amonia - figuras da direita). Hoffmannseggella bradei (A); H. crispata (B); H. fournieri
(C); H. ghillanyi (D); H. liliputana (E) e H. rupestris (F).
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Figura 3. Variacdo de morfologia e coloracdo floral em Hoffmannseggella angereri (A); H. bradei (B); H. caulescens (C); H. crispata

(D); H. fournieri (E); H. ghillanyi (F); H. liliputana (G) e H. rupestris (H).



Figura 4. Nectdrios extraflorais produzindo néctar (setas). Nectdrios

ativos, localizados na base das bricteas florais de H. rupestris (A);
nectérios ativos localizados no dpice das sépalas de H. rupestris (B);
nectérios localizados entre o perianto e o ovdrio de H. angereri (C);
formiga consumindo néctar na base das bracteas florais de H. angereri
(D) e formigas consumindo néctar produzido pelos nectdrios entre a base
do perianto e o ovdrio. Nas figuras C e E as formigas estdo se

alimentando com o néctar produzido pelo fruto em desenvolvimento.
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Figura 5. Mecanismos de autopoliniza¢io espontdnea. Mecanismo 1 — coluna floral logo apds a
antese (A); coluna logo apés a perda da capa da antera (B); coluna floral, apresentando inicio do
ressecamento do rostelo com polinias se dobrando em direcdo a cavidade estigmaética (C); polinias
em contato com a cavidade estigmatica (D). Mecanismo 2 — coluna floral logo apds a antese (A);
coluna com cavidade estigmadtica iniciando producdo de secrecdo (B); cavidade estigmdtica com
secrecdo tocando nas polinias (C); cavidade estigmdtica com grande acimulo de secrecdo e
polinias tdrgidas, com graos de pdlen germinando (D).

101



Figura 6. Barreiras mecanicas evitando a hibridagcdo entre espécies sincronopdtricas, determinada pela
diferenca tamanho das polinias em relacdo a largura da cavidade estigmatica. Hoffimannseggella angereri
(A); H. rupestris (B); H. bradei (C); H. caulescens (D); H. crispata (E); H. liliputana (F); H. fournieri
(G); H. bradei (H) e H. ghillanyi (I). As possibilidades de trocas estdo representadas por setas. Setas
continuas indicam alta possibilidade de troca de polinias entre as respectivas espécies. Setas tracejadas
indicam possibilidade baixa de troca de polinias. Apice das setas representam a diregio do cruzamento e
espécie receptora. 102



Figura 7. Hibridos observados “in situ” em 4reas de ocorréncia de espécies
sincronopatricas. Hoffmannseggella rupestris (A); hibrido entre H. rupestris e H. bradei
(B); H. bradei (C); H. angereri (D); H. rupestris (E); hibridos entre H. angereri e
H. rupestris (F, G e H). Figuras A, B e C, fotografadas por Claudio N. Fraga.
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CAPITULO 4

Sistemas de reproducio e potencial de hibridacao em treze espécies de Hoffmannseggella
H.G.Jones (Laeliinae:Orchidaceae), com notas sobre a quebra da auto-incompatibilidade

em espécies polipldides.

Resumo: Cruzamentos experimentais manuais, intra ¢ inter-especificos foram realizados para determinar
os sistemas de reproducdo predominantes em 36 populagdes de 13 espécies de Hoffmannseggella. Dez
espécies sdo predominantemente auto-incompativeis, ¢ trés auto-compativeis. Quatro das espécies, H.
angereri, H. bradei, H. caulescens ¢ H. rupestris podem apresentar populagdes com sistemas de
reprodugdo diferentes, de completamente auto-compativeis a incompativeis. A maioria das espécies ¢
fortemente alogamica e nao produz frutos por apomixia. A taxa de viabilidade de sementes nao difere em
cruzamentos intra e inter-populacionais e populacdes isoladas geograficamente nao necessariamente sao
reprodutivamente isoladas. Cruzamentos inter-especificos revelaram que a maioria das espécies ¢ inter-
fértil, provando que em condi¢des naturais a hibridagdo pode ocorrer desde que haja sobreposicdo
geografica e da fenologia de floragdo, uma vez que as espécies ndo possuem sistemas de polinizagdo
especificos. De acordo com os resultados obtidos, a auto-incompatibilidade é determinada por forte
depressdo endogamica na maioria das espécies e populacdes. Alteracdes dos tubos polinicos na regido do
ovario, que ocorrem em frutos provenientes de autopolinizac¢Ges, sdo similares as alteragdes observadas
em espécies que apresentam mecanismos de auto-incompatibilidade gametofitica. Altas taxas de
viabilidade de sementes em autopolinizacdo foram observadas exclusivamente em espécies e populagdes
polipléides. A forte correlagdo entre poliploidia e auto-compatibilidade, aliada a forte depressdo
endogamica observada em espécies dipldides, sugere que a supressdo de alelos recessivos letais, devido a
heranga polissomica dos poliploides, esteja envolvida com a reducdo da depressdo endogdmica nestas
espécies e populagdes de Hoffmannseggella. Ao contrario do observado em cruzamentos intra-especificos,
o nivel de ploidia ndo interfere na viabilidade de sementes em cruzamentos bidirecionais inter-especificos

envolvendo dipléides e poliploides, independentemente da espécie, populagdo e direcdo dos cruzamentos.
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Introducao

Espécies de orquidea sdo geralmente auto-compativeis, sendo o isolamento reprodutivo
dado principalmente por barreiras pré-polinizacdo (Dodson, 1962; Dressler, 1968, 1981, 1993;
Paulus & Gack, 1990; Tremblay et al., 2005). Se estas barreiras sdo quebradas, a conseqiiéncia
normalmente é a formacao de hibridos (Pijl & Dodson, 1966; Rossi et al., 1992; Steiner et al.,
1994; Borba & Semir, 1998; Borba et al., 1999, 2001; Tremblay et al., 2005). A adaptagao a
polinizadores especificos geralmente ndo afeta a compatibilidade genética entre grupos (géneros
e espécies), ocorrendo pouca ou nenhuma mudanga no nivel cromossdmico, o que pode causar
especiacdo muito rapida em muitas espécies de orquideas, mantendo a compatibilidade entre elas
(Sanford, 1964; 1967; Pijl & Dodson, 1966; Stort, 1972; Stort & Pavanelli, 1986; Illg, 1975;
Scacchi, et al., 1990; Borba & Semir, 1998).

A ocorréncia da auto-incompatibilidade em orquideas tem sido descrita em diversas
espécies de diferentes linhagens (Agnew, 1986; Stort & Martin, 1980; Johansen, 1990; East,
1940; Dieringer, 1982; Aragéon & Ackerman, 2001; Whigham & O’Neil, 1991; Oh et al., 2001;
Parra-Tabla et al., 2000; Ackerman, 1989; Christensen, 1992; Ackerman & Montero-Oliver,
1985; Borba et al., 2001; Tremblay et al., 2005) e parece ser predominante em espécies de
Epidendroideae de regides tropicais (Tremblay et al., 2005), incluindo algumas espécies de

Hoffmannseggella estudadas previamente (Stort & Galdino, 1984).

Em Orchidaceae, a compatibilidade entre espécies filogeneticamente proximas ¢
normalmente mantida. Apesar da maior parte das espécies ser auto-compativel, a estrutura floral
favorece fortemente a polinizacdo cruzada (Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981, 1993; Catling &
Catling, 1991a; Borba & Semir, 1999; Borba et al., 2001). Este sistema ¢ bastante flexivel, pois
plantas isoladas ainda tém (pelo menos a principio) a possibilidade da reproducao sexuada por
auto-polinizacdo e, mesmo, assexuada devido a longevidade dos individuos e reproducao
vegetativa por brotamento. Estes fatores tém sido importantes em eventos de dispersdo a longas

distancias, colonizagdo de outros ambiente e especiacao, seja ela por mutagao ou hibridizagao.

Orquideas sdao amplamente conhecidas pela especializacdo floral e adaptacdo a
polinizadores especificos (Wallace, 2003). Cerca de 5% a 20% das espécies de orquideas sdo
capazes de se reproduzir através de mecanismos de autopolinizagdo espontanea (Catling, 1990).
De qualquer modo, a maioria das espécies é auto-compativel e apresenta uma série de barreiras

pré-polinizagdo evitando a auto-fertilizacdo (van der Pijl & Dodson, 1966). Como em muitas
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espécies de Angiospermas, a polinizacdo cruzada em orquideas pode ser garantida, também,
através da acao de barreiras genéticas pds polinizagdo, como por exemplo, depressdo endogamica
(Wallace, 2003). Poucos sdo os estudos que enfocam os custos da depressdo endogdmica em
Orchidaceae. Os resultados destes estudos indicam uma variedade de respostas a depressdo
endogdmica, em que espécies capazes de auto-fertilizagdo via autogamia ou facilitacdo da
autopolinizagcdo, mostram poucas evidéncias de depressdo endogamica (Peakall & James, 1989;
Ortiz-Barney & Ackerman, 1999; Alexandersson & Agren, 2000), ao contrario de espécies
predominantemente xenogamicas que exibem graus variados de depressdo endogamica (Nilsson,
1983; Johnson, 1994; Peakall & Beattie, 1996; Vallius, 2000; Borba et al., 2001; Luyt &
Johnson, 2001; Meléndez-Ackerman & Ackerman, 2001; Wallace 2003).

A magnitude da depressdo endogdmica em uma determinada espécie ¢ fortemente
influenciada pela historia demogréfica e reprodutiva de cada uma de suas populagdes. Modelos
classicos de depressdo endogdmica predizem que populagdes com histérico de isolamento
geografico e gargalo genético ndo sdao severamente afetadas pelos efeitos da depressdo
endogdmica, uma vez que alelos recessivos letais sdo repetidamente expostos a selecdo natural
(Lande & Schemske, 1985; Charlesworth & Charlesworth, 1987; Barrett & Charlesworth, 1991).
Por outro lado, populagdes grandes e alogamicas, adaptadas a elevadas taxas de fluxo génico, sdo
mais afetadas pelos efeitos da depressao endogamica se o cruzamento entre aparentados se torna
mais freqiientes (Lande & Schemske, 1985; Charlesworth & Charlesworth, 1987; Barrett &
Charlesworth, 1991). Modelos tedricos mais recentes sugerem que a interagdo de fatores
complexos, como efeitos genéticos, sistemas reprodutivos, tamanho populacional e o vigor da
selecdo natural agem conjuntamente na expressdo de alelos recessivos letais (Byers & Waller,
1999). Uma vez que a predominancia da alogamia ¢ substituida pela predominancia da autogamia
como forma principal de reproducdo, populacdes ndo aptas a burlar os efeitos da depressao

endogamica podem ser levadas a extingdo (Wallace, 2003).

Depressao endogamica pode agir como uma importante forca seletiva atuando contra a
evolugdo de sistemas reprodutivos que promovam autogamia (Lande & Schemske 1985; Husband
& Schemske, 1997). Alguns trabalhos tém demonstrado que os efeitos da depressdao endogidmica
sdo reduzidos ou mesmo anulados através da poliploidia, levando a evolucdo da auto-
compatibilidade e de sistemas autogdmicos em espécies poliploides (Stebbins, 1950; Thompson
& Lumaret, 1992; Johnston & Schoen 1996; Lande & Schemske 1985; Husband & Schemske,
1997, Contreras et al., 2007).
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No entanto, mesmo sabendo-se da alta freqiiéncia de espécies poliploides em
Hoffmannseggella (Blumenschein, 1960; Costa, 2006), e que a poliploidia ¢ um importante
mecanismo de especiagdo, uma vez que polipldides podem expressar novos fendtipos que
facilitam a diversificagdo ecoldgica e a ocupagdo de novos nichos (Otto & Whitton, 2000), ndo
encontramos nenhum trabalho correlacionando os efeitos da poliploidia com a expressdao da

depressao endogamica em Orchidaceae.

Tendo em vista o exposto acima, este trabalho descreve os sistemas de reproducdo em 13
espécies de Hoffmannseggella, através de individuos provenientes de 36 populacdes naturais,
ocorrentes nos campos rupestres brasileiros. Os principais objetivos deste trabalho foram: i-)
investigar se existem mecanismos genéticos envolvidos na prevencao da auto-fecundagdo; ii-)
investigar o potencial reprodutivo em cruzamentos provenientes de autopolinizac¢do, polinizagdo
cruzada intrapopulacional e o potencial de intercAmbio genético entre diferentes populagdes de
uma mesma espécie; iii-) verificar a existéncia de barreiras prevenindo a hibridizacdo entre
espécies sincronopatricas; iv-) investigar a influéncia da poliploidia sobre os sistemas de

reproducao das espécies estudadas.

Material e métodos

Foram coletados, em 36 populagdes naturais, individuos de 13 espécies de
Hoffmannseggella nos Estados de Minas Gerais e Espirito Santo (Tabela 1, Figura 1), os quais
foram mantidos em casa de vegetacdo do Departamento de Genética e Evolucdo da Universidade
Estadual de Campinas — UNICAMP, Campinas (22°49’S; 47°06’W; ca. 700m alt.). Somente
fragmentos (trés pseudobulbos) dos individuos foram coletados, minimizando, desta forma, danos
as populacdes naturais, pois as populagdes, muitas vezes, sdo pequenas e/ou microendémicas. O
material testemunho das espécies e populagdes estudadas foi depositado no herbario UEC. Foram
atribuidos codigos especificos para as diferentes populagdes e individuos para facilitar a

manipulagdo dos dados (Tabela 1, Figura 2).

Quatro tipos de tratamentos manuais experimentais foram realizados para cada espécie,
como receptora de poélen: autopolinizagdo, polinizagdo cruzada intra-especifica intra-
populacional, polinizagdo cruzada intra-especifica inter-populacional, poliniza¢do cruzada inter-
especifica. Experimentos controlados complementares foram realizados para verificar a

ocorréncia de agamospermia (flores ensacadas e emasculadas) e autopolinizagdo espontanea
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(flores ensacadas ndo emasculadas). Todos os cruzamentos foram realizados em flores no
primeiro dia de antese e aleatoriamente nas inflorescéncias, evitando a utilizagdo de mais de
cinco flores por inflorescéncia. O nimero de cruzamentos variou entre os tratamentos € as

espécies, dependendo da disponibilidade de flores (Tabela 2).

O tempo de desenvolvimentos dos frutos e/ou aborto de flores tratadas em condig¢des

experimentais foi obtido através de visitas regulares em casa de vegetagao.

Frutos maduros e flores/frutos abortados apds os tratamentos foram coletados e fixados
em FAA 50%. Para cada fruto maduro coletado foi examinada uma amostra de 300 sementes e
calculado o percentual de sementes viaveis, a partir das caracteristicas morfoldgicas. Sementes
com embrido rudimentar ou sem embrido foram consideradas invidveis e sementes com embrido
bem desenvolvido foram consideradas viaveis. Testes preliminares foram realizados para
verificar se a viabilidade poderia ser acessada através da morfologia das sementes. Para isso,
amostras de sementes recém coletadas foram submersas em uma solugdo a 1% de 2,3,5-
trifeniltetrazolio cloridro. Embrides bem formados ficaram corados de vermelho, enquanto
embrides rudimentares e mal formados ndo. As ldminas foram montadas com cerca de trés gotas
da solugcdo precipitada contendo as sementes fixadas e, posteriormente, observadas em

microscopia convencional com aumento de 20X.

As diferencas nas taxas de viabilidade de sementes obtidas nos diferentes tipos de
tratamentos experimentais intra-especificos foram testadas através de Analise de Varidncia
(ANOVA um fator) e teste de Tukey com comparagdes miultiplas a posteriori, com dados

previamente transformados em arcoseno (Zar, 1999).

Para defini¢do do sistema de reprodugdo predominante em cada uma das espécies e
populagdes, foi aplicado um indice de auto-incompatibilidade (IAI) calculado pela seguinte

funcao:

IAI = XA (%) / XC (%) * 100

XA (%) = % média de viabilidade de sementes em autopolinizagao;

XC (%) = % média de viabilidade de sementes em polinizagdo cruzada.
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Espécies e populacdes com IAI < 25 foram consideradas auto-incompativeis. No caso das
espécies, o indice foi extrapolado a partir da média das médias obtidas em cada populagao

(adaptado de Bullock, 1985).

Para acompanhar o desenvolvimento dos frutos e os eventos relacionados que ocorrem
apods a polinizagdo, como desenvolvimento de placenta, 6vulos, tubos polinicos e fecundagoes,
flores de cada espécie foram submetidas a tratamentos de autopolinizacao e polinizagdo cruzada
intra-especifica intra-populacional. Apos a polinizacdo, o crescimento dos frutos foi interrompido
a cada 24 horas nos primeiros 60 dias de desenvolvimento e, posteriormente, a cada 10 dias, até o
final da maturagdo. Todo material coletado foi fixado em FAA 50% por 48 horas, ¢ estocado em
alcool etilico 50%. Frutos previamente tratados foram lavados em 4gua destilada por seis vezes e
imersos em NaOH comercial por 7 horas, lavados novamente, corados com azul de anilina, e

observados e fotografados sob microscopia de fluorescéncia (modificado de Martin, 1959).

Para verificar a sobreposi¢ao das populagdes parentais e locais de ocorréncia dos hibridos,
foi realizado um levantamento de literatura atualizada, herbarios e acompanhamento das

populagdes naturais.

Para verificar os efeitos da poliploidia sobre os sistemas reprodutivos das espécies de
Hoffmannseggella estudadas, a viabilidade de sementes em cruzamentos experimentais deste
trabalho foi comparada com o nivel de ploidia apresentado por cada uma das espécies e
populagdes, que foi compilada dos trabalhos previamente citados. Os efeitos do nivel de ploidia
(diploides e poliploides) sobre a viabilidade de sementes obtidas nos diferentes tipos de
tratamentos (autopoliniza¢do, poliniza¢do cruzada intra-especifica intra-populacional, polinizagao
cruzada intra-especifica interpopulacional e cruzamentos interespecificos) foram verificados
através de Analise de Variancia (ANOVA dois fatores). As interagdes com efeitos significativos
(P < 0.001) foram posteriormente comparadas através de Andlise de varidancia (ANOVA um

fator) com teste de Tukey a posteriori (Zar, 1999).
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Resultados
Taxa de frutificacido e abortos espontaneos
Cruzamentos intra-especificos

O tempo de fenecimento em flores autopolinizadas que ndo iniciaram o desenvolvimento
de frutos variou pouco entre as espécies e populagdes, no minimo de nove dias em H. briegeri até

o maximo de 19 dias em H. rupestris.

Oito espécies (61.5%) produziram frutos espontaneamente: H. angereri, H. briegeri, H.
caulescens, H. crispata, H. fournieri, H. ghillanyi, H. liliputana e H. rupestris. No entanto, a
ocorréncia de autopolinizagdo espontdnea ocorreu em uma pequena parcela dos individuos dentro
de cada populagdo (aproximadamente 0,1%). Mesmo com a ocorréncia de autopolinizagido
espontanea, sua baixa freqiiéncia revela que a visita de polinizadores ¢ essencial para a formagao

de frutos. A apomixia ndo foi observada em flores emasculadas e ensacadas.

O tempo de maturagdo dos frutos formados em autopoliniza¢des, geralmente, foi 1-2
meses menor que em frutos formados em polinizagdes cruzadas intra-especificas e variou de
acordo com as espécies e populacdes. A completa maturacdo de frutos provenientes de
autopolinizacdes levou cerca de: 4 meses em H. ghillanyi; 5-6 meses em H. endsfeldzii, H.
fournieri, H. gracilis, H. liliputana e H. longipes; 7-8 meses em H. angereri, H. bradei, H.
caulescens, H. cinnabarina e H. crispata; 10 meses em H. briegeri; e de 12-14 meses em H.
rupestris. Em polinizagdes cruzadas intra-especificas, o tempo de maturagao dos frutos variou de:
7-8 meses em H. fournieri, H. gracilis e H. longipes; 9 meses em H. angereri, H. bradei, H.
caulescens, H. cinnabarina, H. crispata, H. endsfeldzii e H. ghillanyi; 10 meses em H. liliputana,

11 meses em H. briegeri; e 12-16 meses em H. rupestris.

Espécies poliploides (Tabela 1) apresentaram tempo de maturacao de frutos similar em
autopolinizacdes e polinizagdes cruzadas intra-especificas, ao contrario de espécies dipldides, nas
quais o tempo de maturacdo de frutos foi relativamente menor no tratamento de autopolinizacao.
Os resultados das polinizagdes manuais efetuadas para as espécies de Hoffmannseggella e o

percentual de frutificagdo em todos os cruzamentos estdo resumidos no Apéndice 1.

Em todos os tipos de cruzamentos intra-especificos a taxa de frutificacdo foi elevada. Os

dados de frutificag@o estdo sumarizados no Apéndice 1.
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A taxa de abortos espontineos em todos os tipos de tratamentos intra-especificos foi
reduzida, na maioria das vezes abaixo de 20%. Nao houve uma relacdo direta do tipo de
tratamento efetuado sobre a taxa de frutificagdo e/ou abortos espontaneos. Dado este resultado
homogéneo, todas as andlises sobre os sistemas de reprodu¢do foram feitas a partir da taxa de
viabilidade de sementes obtidas em condigdes experimentais. Os dados de abortos espontaneos

em cruzamentos experimentais estdo sumarizados no Apéndice 1.

Cruzamentos inter-especificos

A taxa de frutificagdo em cruzamentos inter-especificos variou entre os diferentes pares
de espécies (0-100%) e populagdes (48-100%), chegando a superar, muitas vezes, taxas de
frutificacdo em cruzamentos intra-especificos (Apéndice 1). Valores extremos foram observados
em uma das dire¢cdes dos seguintes cruzamentos: H. fournieri X H. bradei e H. liliputuna x H.
fournieri (0%); H. angereri X H. rupestris (40%); e H. fournieri x H. crispata (50%), sendo

acima de 75% em cruzamentos bidirecionais envolvendo as demais espécies (Apéndice 1).

Flores que receberam cruzamentos interespecificos e ndo iniciaram o desenvolvimento
dos frutos, murcharam e feneceram entre 7 e 12 dias ap6s a polinizagdo. Em cruzamentos inter-
especificos o tempo de maturacdo dos frutos foi semelhante ao tempo de maturagdo observado
em cruzamentos xenogamicos intra-especificos, e foi determinado pela espécie que recebeu a

carga de pdlen, ou seja, pelo componente feminino da flor.

A taxa de abortos espontaneos em polinizagdes inter-especificas variou de acordo com os
pares de espécies considerados, sendo os valores mais expressivos, observados em cruzamentos
envolvendo H. fournieri/CL02 x H. crispata/CL13AB e H. angereri/CL27 x H. rupestris/CL0O6
(Apéndice 1).

Assim como observado nos cruzamentos intra-especificos, a taxa de frutificacdo e/ou de
abortos espontaneos foi homogénea, nao sendo possivel observar nenhuma diferenca significativa
entre os tratamentos, impossibilitando qualquer inferéncia sobre os sistemas reprodutivos

baseados nestes valores.
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Viabilidade de sementes

A viabilidade de sementes foi analisada com base em taxas obtidas através de amostras
provenientes de 470 frutos formados em autopolinizag¢des, 518 em polinizagdes cruzadas intra-
especificas intra-populacionais, 234 em polinizagdes cruzadas intra-especificas inter-
populacionais € 276 em polinizagdes cruzadas inter-especificas, perfazendo um total de 1.498

frutos e, aproximadamente 449.400 sementes analisadas (Tabelas 2, 3 ¢ 4).

Autopolinizagoes

Os frutos formados em autopolinizagdes manuais, na maioria das vezes, apresentaram
percentuais reduzidos de viabilidade de sementes. Dez das espécies (H. angereri, H. bradei, H.
cinnabarina, H. crispata, H. endsfeldzii, H. fournieri, H. ghillanyi, H. gracilis, H. liliputana ¢ H.
longipes) apresentaram viabilidade média de sementes entre 0-8% em autopolinizagdes (Tabela
2). Em H. briegeri, H. caulescens e H. rupestris a taxa média de viabilidade de sementes em

autopolinizacdo foi elevada, entre 18-52,4% dependendo da espécie (Tabela 2).

Grandes variagdes na viabilidade de sementes em autopolinizagdo foram observadas entre
populacdes de quatro das espécies analisadas, de 1,3-14,6% em H. angereri (populagdes CL27 e
CL28, respectivamente), de 4,1-21,5% em H. bradei (populagdes CLO5SA e CLO8B,
respectivamente), de 0-28,3% em H. caulescens (populagoes CL19 e CL16, respectivamente) e

de 1,3-66,6% em H. rupestris (populagdes CL40 e CL04, respectivamente) (Tabela 2).

Frutos obtidos de autopolinizagdes, na maioria das espécies analisadas, apresentaram
grande parte das sementes invidveis, sem embrido e, na maioria das vezes, com embrides

rudimentares e em diferentes estadios de desenvolvimento.

Polinizagoes cruzadas intra-especificas intra-populacionais

A viabilidade de sementes em frutos formados em cruzamentos intra-especificos intra-
populacionais, variou em média de 7,6% em H. gracilis a 64,6% em H. crispata. Entre
populagdes da mesma espécie, a taxa de viabilidade de sementes foi relativamente homogénea e
poucas vezes inferior a 50%. Algumas espécies apresentaram taxa de viabilidade

significativamente diferente (Anova um fator; P > 0,001) entre populagdes, de 8,7-59,2% em H.
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fournieri (populacdes CL35 e CL25, respectivamente) ¢ de 12,9-75,6% em H. rupestris
(populagdes CL40 e CL04, respectivamente) (Tabela 2).

Neste tipo de tratamento, na maioria das espécies, a viabilidade de sementes foi
significativamente maior que as taxas observadas em tratamentos de autopolinizagdo (Anova um
fator; P > 0,001) (Tabela 2). Trés espécies, H. briegeri, H. gracilis e H. rupestris, uma populagio
de H. angereri (CL28), uma de H. bradei (CLO8B), uma de H. caulescens (CL16) e uma de H.
fournieri (CL35) apresentaram taxas de viabilidade de sementes significativamente iguais em
autopolinizagdo e polinizacdo cruzada intra-especifica intra-populacional (Anova um fator; P <

0,001) (Tabela 2).

As sementes consideradas viaveis, provenientes de frutos formados por polinizagdes
cruzadas intra-especificas intra-populacionais, apresentaram embrides bem desenvolvidos com

poucas sementes inviaveis, sendo estas ultimas, na maioria das vezes, sem embrido.

Polinizacoes cruzadas intra-especificas inter-populacionais

Os frutos formados a partir de polinizagdes cruzadas intra-especificas inter-populacionais,
geralmente apresentaram altas taxas de viabilidade de sementes, e variaram, em média, de 34,6%
em H. fournieri a 69,5% em H. rupestris. Algumas vezes a taxa de viabilidade de sementes neste

tipo de tratamento superou as taxas obtidas em cruzamentos intra-populacionais (Tabela 2).

Na maioria das espécies, ndo houve diferenca significativa entre a viabilidade de sementes
observada em cruzamentos intra-especificos intra-populacionais e cruzamentos intra-especificos
inter-populacionais (Anova um fator; P < 0,001). Duas espécies representaram excecdes a esta
regra. Nelas, uma das populagdes analisadas apresentou diferengas significativas entre
cruzamentos intra-especificos intra-populacionais e inter-populacionais. Em H. ghillanyi a taxa
de viabilidade de sementes foi menor (populagdo CL12 - Anova um fator; P > 0,001) e em H.
rupestris maior (populacdo CL40 — Anova um fator; P > (,001) em cruzamentos intra-

especificos inter-populacionais (Tabela 2).

As sementes oriundas deste tipo de cruzamento apresentaram-se desenvolvidas e com

embrides bem formados. Sementes consideradas inviaveis ndo apresentaram embrides.

A interacdo entre os resultados obtidos em cruzamentos intra-especificos esta resumida na

Figura 2.
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Polinizagoes cruzadas inter-especificas

Frutos formados por polinizagdes inter-especificas apresentaram taxas varidveis de
viabilidade de sementes entre os diferentes pares de espécies, mas de maneira geral foram
elevadas (Tabela 3). Somente alguns cruzamentos tiveram taxa de viabilidade reduzida,
principalmente quando H. briegeri, H. longipes e H. liliputana foram os doadores de polinia para
qualquer uma das espécies (0-0,8%), e em cruzamentos bidirecionais entre H. caulescens x H.
endsfeldzii (0-2,8%) e H. fournieri x H. liliputana (0-13,4%). Os demais cruzamentos tiveram
taxa de viabilidade entre 25,2% e 91,6%, chegando, muitas vezes, a ultrapassar as taxas

observadas em polinizagdes cruzadas intra-especificas (Tabelas 2 e 3).

As sementes provenientes deste tipo de cruzamento foram vidveis e apresentaram

embrides bem desenvolvidos; as inviaveis, na maioria das vezes, estavam sem embrido.

Viabilidade de sementes em populagoes naturais

A média de viabilidade de sementes em frutos coletados em populagdes naturais variou de
21,5% em H. fournieri a 78,5% em H. liliputana, e foi muito semelhante aos resultados
observados em frutos provenientes de polinizagdes cruzadas intra-especificas intra-populacionais.
As taxas mais discrepantes de viabilidade de sementes, entre frutos formados em populacdes
naturais e frutos obtidos em condicdes experimentais, foram observadas nas populagdes de H.
fournieri (populagdes CLO2B e CL35), H. rupestris (populagdes CL04 e CLO7) e H. endsfeldzii.

Os resultados estdo sumarizados na Tabela 4.

Duas populacdes de H. fournieri (CL02B e CL25), uma de H. rupestris (CL40) e a tnica
populacdo conhecida de H. gracilis, apresentaram taxas muito reduzidas e criticas de viabilidade
de sementes em condi¢des naturais, que na maioria das vezes assemelharam-se as taxas de
viabilidade de sementes observadas em frutos provenientes de autopolinizagdo em condigdes

experimentais.

As sementes consideradas vidveis, oriundas de frutos coletados em populagdes naturais,

apresentaram embrides bem desenvolvidos.
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Poliembrionia

Sementes com dois embrides (poliembrides — Fig. 4N) ocorreram com baixa freqiiéncia e
em todos os tipos de cruzamentos realizados. Poliembrionia foi mais freqiiente em amostras
provenientes de polinizagdes cruzadas inter-especificas (16,2%) e polinizagdes cruzadas intra-
especificas intra-populacionais (13,4%), mas ocorreu também em polinizagdes cruzadas intra-
especificas inter-populacionais (8,3%) e em autopolinizagdes (5,6%). Em todos os casos, a
poliembrionia ocorreu em cruzamentos envolvendo H. angereri, H. caulescens, H. crispata e H.

rupestris.

Indice de auto-incompatibilidade

Dentre as espécies estudadas, H. briegeri, H. caulescens e H. rupestris foram
predominantemente auto-compativeis (Tabela 2). Uma populacao de H. angereri (CL28), uma de
H. bradei (CLO8B), uma de H. caulescens (CL19) e uma de H. rupestris (CL40) foram
consideradas auto-incompativeis (Tabela 2). As demais espécies e populagdes foram

consideradas completamente auto-incompativeis (Tabela 2).

Desenvolvimento do ovulo: megasporogénese e megagametogénese

Neste trabalho foram estudadas 12 espécies de Hoffmanseggella. Devido ao nimero
elevado de espécies estudadas, bem como a pequena variacao de tempo no desenvolvimento de
cada estrutura durante os processos de desenvolvimento do megasporofito em cada espécie, a

descri¢ao dos eventos sera dada em linhas gerais e em tempos médios de ocorréncia de cada um.

Em todas as espécies estudadas o processo de megasporogénese ocorreu somente apos o
processo de polinizagdo. Antes da polinizagdo, a regido do ovario apresentou somente primordios
placentdrios, que originaram posteriormente o tecido arquesporial. As primeiras divisdes
celulares que deram origem aos primérdios de 6évulo ocorreram somente apds o trigésimo dia
depois da polinizacdo. Na regido da placenta, as células se dividiram e deram origem a uma
protuberancia axial com oito a nove células nucelares, cobertas por uma epiderme simples de
uma camada (Fig. 3A). As células terminais da coluna nucelar sofreram divisdes simultaneas,
seguidas de expansao celular, que deram origem ao arquedsporo (Fig. 3A). Na regido externa, a

formacdo dos tegumentos e epiderme nucelar foi evidente (Fig. 3A). A regido do funiculo
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continuou a se desenvolver, com crescimento diferencial das células das regides ventral e dorsal,
que causou o curvamento do megasporo em direcdo a placenta, que assumiu a posi¢do anatropa
(Fig. 3A). Nesta fase a célula mide do megasporo foi evidente (Fig. 3C), e se tornou maior e
alongada com um grande nucleo, quando ocorreu a primeira divisdo do megasporo (Fig. 3D).
Concomitante ao desenvolvimento da célula mae do megasporo, ocorreu o desenvolvimento dos
tegumentos, interno e externo, € o mais interno recobriu a epiderme do nucelo (Fig. 3B). O
crescimento do tegumento interno deu origem a micropila (Fig. 3B). As duas células da primeira
divisdo do megasporo se dividiram transversalmente, dando origem a um conjunto de quatro

células alinhadas longitudinalmente (Fig. 3E) o que completou o processo de megasporogénese.

O processo de megagametogénese se iniciou quando trés das células degeneraram, ¢ a
célula apical do megasporo aumentou de tamanho tornando-se eliptica e com grande contetido
citoplasmatico, quando o nucleo sofreu a primeira divisdo mitética, dando origem a uma célula
com dois nucleos (Fig. 3F). Os nucleos sofreram mais duas divisdes mitoticas e deram origem a
uma grande célula com oito nucleos (Fig. 3G-H). Nesta fase, ocorreu uma reorganizacao dos
nicleos. Apds a formagdo da membrana, trés dos nlcleos migraram para o polo apical
(antipodas), trés deles para o po6lo basal (o maior deu origem a oosfera, os dois menores laterais
deram origem as sinérgides), e dois se posicionaram um pouco acima da oosfera (nucleos
polares) (Fig. 3I). Apos esta fase os ntcleos polares degeneraram (Fig. 3J) e o processo se
completou, dando origem ao saco embrionario maduro (Fig. 3J). Nesta fase, se o saco
embriondrio for fertilizado, as antipodas dardo origem, posteriormente, ao suspensor do embrido
(Fig. 4L) e a degeneracdo dos nucleos polares dara origem a sementes sem endosperma (Fig.
4M). Os processos que levaram a formagdo dos 6vulos ndo ocorreram simultaneamente no
ovario, mas se iniciaram por volta do trigésimo dia apos a polinizacao. Por volta do sexagésimo
dia foi possivel observar, dentro de um unico carpelo, todas as fases de desenvolvimento, do

inicio da megasporogénese até a formacao do saco embrionario.

Todos os processos de desenvolvimento dos évulos ocorreram independentemente do tipo
de tratamento efetuado, seja ele autopolinizagdo, polinizacdo cruzada intra-especifica ou
polinizagdo inter-especifica. Nao houve diferenga entre o tempo de desenvolvimento dos 6vulos e

o tipo de tratamento.
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Crescimento do tubo polinico e processo de fertilizagdo

O processo de inicio da germinacao dos tubos polinicos ocorreu entre 3 e 5 dias apos
deposi¢ao das polinias na cavidade estigmatica (Fig. 4A). O feixe de tubos polinicos levou de 7-
10 dias (polinizagdes cruzadas — Fig. 4B) a 10-14 dias (autopolinizagdes) para alcangar o final do
canal estigmatico (estilete) (Fig. 4B). A morfologia dos tubos polinicos neste estadio de
desenvolvimento foi semelhante em todos os tratamentos. De 15 a 20 (algumas vezes 25) dias
apods a polinizagdo, os tubos polinicos alcangaram o inicio do ovario. Nesta fase, apos a entrada

no ovario, os tubos polinicos passaram a crescer mais lentamente.

Em polinizagdes cruzadas o crescimento do tubo polinico foi normal e alcangou o meio do
ovario entre o vigésimo quarto e trigésimo dia (Fig. 4C). Em frutos provenientes de auto-
polinizagdo, a partir do vigésimo quarto e até o trigésimo segundo dia, os tubos polinicos
passaram a apresentar sinais de deformacdo no primeiro ter¢co do ovario, com inicio de deposi¢ao
de calose ¢ morfologia alterada (Fig. 4D). Em todos os tratamentos, os tubos polinicos
alcancaram o final do ovario por volta do sexagésimo dia, quando os Ovulos estavam
completando o processo de diferenciacdo. Em autopolinizagdes, as fertilizagdes foram raras, mas
ocorreram mesmo com grande deformagdo dos tubos polinicos. Em geral, os tubos polinicos
estavam tdo comprometidos e com morfologia tao alterada que paravam de crescer (Fig. 4E-F).
Algumas vezes foi possivel ver os tubos polinicos entrando na micrdpila, mas saiam novamente,
chegando a estourar (Fig. 4G). Em frutos provenientes de polinizagdes cruzadas (qualquer tipo)
as fertilizacGes ocorreram entre 60 e 80 dias apds a polinizacdo (Fig. 4H a J). As primeiras
divisdes do zigoto ocorreram pouco tempo depois da fertilizacdo (Fig. 4K). O tempo de
desenvolvimento dos embrides e, por conseqiiéncia, o tempo de maturagdo dos frutos, variou em
cada espécie, mas de modo geral, os processos de fertilizagdo e crescimento de tubos polinicos

foram semelhantes em todas elas.

Espécies auto-compativeis apresentaram processos de crescimento de tubo polinico,
fertilizacdo e desenvolvimento de embrides exatamente iguais em autopolinizagdes ¢
polinizagdes cruzadas intra-especificas. Em espécies auto-incompativeis, grande parte dos poucos
embrides formados foi abortada ao longo do desenvolvimento dos frutos em diferentes estadios
de desenvolvimento. Ovulos fecundados deram origem a sementes normais ¢ bem desenvolvidas
(principalmente em poliniza¢do cruzada - Fig. 4L). Independente do tipo de cruzamento, dévulos

nao fertilizados ou aqueles fertilizados e abortados, continuavam a desenvolver a capa da
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semente (derivada do tegumento externo — Fig. 40) dando origem a uma semente sem embrido

ou com embrido rudimentar (Fig. 4M).

Viabilidade de sementes, auto-incompatibilidade e poliploidia

A taxa de viabilidade de sementes em frutos provenientes de autopolinizacdo e
polinizagdo cruzada intra-especifica foi comparavel entre espécies e populacdes diploides e
poliploides (Tabelas 1 e 2). Em espécies e populagdes diploides houve grande diferenca na taxa
de viabilidade de sementes entre os dois tratamentos (Anova dois fatores; P > 0,001), baixa
viabilidade em autopolinizacdes e alta em polinizagdes cruzadas intra-especificas (Tabela 2, Fig.
5). Por outro lado, em espécies e populagdes poliploides a taxa de viabilidade de sementes foi
elevada, tanto em autopoliniza¢des, como em poliniza¢des cruzadas intra-especificas (Tabela 2,
Fig. 5) e ndo diferiu significativamente entre os dois tratamentos (Anova dois fatores; P < 0,001).
Portanto, a quebra da auto-incompatibilidade estd intimamente relacionada com o nivel de ploidia
em espécies e populagdes de Hoffmannseggella, nas quais espécies ou populacdes diploides sdo
predominantemente auto-incompativeis e espécies poliploides sdo predominantemente auto-

compativeis (Fig. 5).

A influéncia do nivel de ploidia foi testada também em cruzamentos inter-especificos
(Fig. 6). Em cruzamentos inter-especificos, a viabilidade de sementes ndo diferiu
significativamente (Anova um fator; P < 0,00]) em relagdo ao nivel de ploidia dos pares de
espécies envolvidos nos cruzamentos (Fig. 6), e nem em relagdo ao nivel de ploidia e a dire¢do do
cruzamento tendo dipldide ou poliploide como doador ou receptor de polinias de espécies
diploides ou polipldides (Anova um fator; P < 0,001) (Fig. 6). Portanto, o nivel de ploidia ndo

interfere na viabilidade de sementes em cruzamentos inter-especificos (Fig. 6).

Discussao
Origem e evolugdo de sistemas de reprodu¢do em Hoffmannseggella

Padroes de modos de reproducao nas Angiospermas sao diversos e resultam de interagdes
ecologicas complexas entre fatores ambientais, polinizadores e vetores de polen, bem como de

caracteristicas florais das espécies (Barret & Hander, 1996; Holsinger, 1996; Barret ef al., 2000),
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que apresentam uma série de adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas como forma de prevenir a

auto-fecundagdo (Barret, 1998).

Entre as barreiras fisiologicas mais generalizadas e efetivas na prevencao da auto-
fecundagdo estd a auto-incompatibilidade (Sage et al., 2000). Auto-incompatibilidade ¢ um
processo que resulta no reconhecimento e rejei¢do de poélen proprio ou relacionado, funcionando

como mecanismo promotor de alogamia e heterezigosidade (de Nettancourt, 1977).

Sistemas de autoincompatibilidade sdo muito diversos (de Nettancourt, 1977), sendo entre
eles, os mais estudados o “GSI” — sistema de incompatibilidade homomorfico gametofitico e
“SSI” — sistema de incompatibilidade homomorfico esporofitico (Sage ef al., 2000). As maiores
forcas de selecdo que governam a evolucdo floral, bem como as estratégias reprodutivas, sdo
depressdao endogamica, dispersdo efetiva do polen, garantia de reprodu¢do e maxima alocagdo de
recursos para fungdes reprodutivas dos componentes masculino e feminino (Charlesworth &

Charlesworth, 1987; Holsinger, 1996).

Segundo Borba et al. (2001) a expressao da total auto-incompatibilidade e da total auto-
compatibilidade em uma determinada espécie ou populag¢do, nada mais ¢ do que a representacdo
de extremos de um continuo muitas vezes de dificil detec¢do. Poucas espécies se enquadram
exatamente nestes extremos (Schemske & Lande, 1985; Borba ef al., 2001) e muitos indices ¢
métodos vém sendo utilizados para estabelecer limites entre estas condigdes. Na maioria das
vezes, os limites sdo estabelecidos com base em taxas de frutificagdo e, menos freqiientemente,
viabilidade de sementes (Bawa, 1979; Zapata & Arroyo, 1978; Sobrevilla & Arroio, 1982; Jaimes

& Ramirez, 1999), no entanto os limites sdo arbitrarios (Borba ef al., 2001).

De acordo com os limites fixados neste trabalho, com base na viabilidade das sementes
obtidas em cruzamentos intra-especificos, a maioria das espécies e populagdes analisadas (exceto
espécies poliploides) € auto-incompativel. O comportamento dos tubos polinicos em frutos
provenientes de autopolinizagdo ¢ homogéneo no tempo de reacdo e semelhante ao
comportamento observado em espécies que apresentam mecanismo de auto-incompatibilidade
homomorfico gametofitico (de Nettancourt, 1977; Dafni & Calder, 1987; Richards, 1997). Nas
espécies aqui estudadas, apesar de semelhante no tipo de reagdo, o local em que a auto-
incompatibilidade se manifesta ¢ diferente do observado em outras espécies vegetais, ocorrendo

na regido do ovario e micropila. Mesmo com a ocorréncia das reagdes de incompatibilidade
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tipicas, o numero de fertilizagdes observadas em espécies de Hoffmannseggella estudadas sugere

que outros mecanismos estejam envolvidos na preven¢ao de autofertilizagdes.

O elevado niimero de sementes sem embrido e de embrides abortados em diferentes
estadios de desenvolvimento observados em frutos de autopolinizagdo, sugere a ocorréncia de
depressdo endogamica nestas espécies. Mecanismos poOs-zigoticos, como a presenca de alelos
recessivos letais, resultam em auséncia ou baixa formacdo de sementes viaveis ¢ aborto em
diferentes estadios de desenvolvimento (Seavey & Bawa, 1986; Johansen, 1990; Tremblay,
1994;). Estudos sugerem que mutagdes letais tendem a ocorrer em estadios iniciais do
desenvolvimento (Templeton & Read, 1983). Segundo Husband & Schemsk (1996), depressao
endogdmica em uma populacao natural ¢ observada, geralmente, durante o desenvolvimento dos
ovulos, a maturagdo das sementes ou nos estadios de crescimento ou reprodugdo, raramente na
germinacdo. Depressdo endogamica em estadios iniciais do desenvolvimento, como aborto de
embrides, tem sido demonstrada em varias espécies de Orchidaceae (Loch & Profita, 1975; Stort,
1972; Stort & Martins, 1980; Cattling, 1982; Matias et al., 1996; Borba et al., 2001), inclusive
em espécies de Hoffmannseggella previamente estudadas (Stort & Galdino, 1984).

Este tipo de reacdo, na qual o mecanismo de auto-incompatibilidade ocorre em conjunto
com depressdao endogdmica como forma de evitar a endogamia, ndo ¢ comum, no entanto, alguns
autores tém descrito mecanismos semelhantes aos aqui observados, em Bignoniaceae (Bertin et
al., 1989), Fabaceae (Gibbs & Sassaki, 1998), e espécies de Orchidaceae ocorrentes nos campos

rupestres brasileiros (Borba et al., 2001).

O nivel de depressdo endogamica observado na maioria das espécies estudadas ¢
freqiiente em espécies e populagdes predominantemente aldgamas (Stebbins, 1974, Lande &
Schemske, 1985; Husband & Schemske, 1996), indicando que as espécies de Hoffmannseggella
se reproduzem, em condigdes naturais, através de polinizagdes cruzadas. Esta afirmacdo ¢
reforgada, pelos altos indices de viabilidade de sementes encontrados em frutos coletados em
populagdes naturais, que sdo muito préximos aos indices de viabilidade de sementes obtidas em
frutos provenientes de poliniza¢des cruzadas intra-especificas em condi¢des experimentais. A
ocorréncia de forte auto-incompatibilidade na maioria das espécies de Hoffmannseggella
estudadas ¢ um fato inusitado, raramente observado em espécies da subtribo Laeliinae estudadas
anteriormente, principalmente em relagdo a outras espécies polinizadas por abelhas (Matias et al.,

1996; Borba & Braga, 2003; Schimdt et al., 2006).
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A auto-incompatibilidade, seja ela resultado de qualquer mecanismo, segundo alguns
autores, raramente ocorre em Orchidaceae, onde a regra geral ¢ a auto-compatibilidade (Pijl &
Dodson, 1966; Dressler, 1981, 1993; Johansen, 1990; Pedersen, 1995). No entanto, varios
estudos mostram que a auto-incompatibilidade em orquideas ndo ocorre tdo raramente como se
pensava (Stort & Martin, 1980; East, 1940; Dieringer, 1982; Aragéon & Ackerman, 2001;
Whigham & O’Neil, 1991; Oh et al., 2001; Parra-Tabla et al, 2000; Ackerman, 1989;
Christensen, 1992; Ackerman & Montero-Oliver, 1985; Tremblay et al., 2005; Agnew, 1986;
Johansen, 1990; Christensen, 1992; Borba et al., 2001; Verola, 2002). Essa generalizacdo da
autocompatibilidade, muitas vezes se deve ao fato da associacdo erronea da simples frutificacdo
apos autopolinizagdo, sugerindo auto-compatibilidade, sem que seja testada a viabilidade de

sementes que pode ser nula, assim como observado em espécies de Hoffmannseggella.

Mesmo sendo mais eficiente em evitar a autogamia, a auto-incompatibilidade (barreira
genética) pode ser pouco vantajosa ja que implica em perda de pdlen e de flores, e evitar tal perda
¢ especialmente importante em orquideas que disponibilizam todo o pdlen de uma flor em uma
ou poucas unidades (Tremblay, 1992). Em orquideas, barreiras mecanicas e mecanismos de auto-
incompatibilidade podem estar associados ao fato destas espécies possuirem polinizadores com
comportamento de permanecer na flor apés a remogdo de polinario, visitar outras flores da
mesma inflorescéncia ou retornar a mesma flor apos a remog¢ao do polinario, o que propiciaria a
ocorréncia da autopolinizagdo ou geitonogamia (Pedersen, 1995; Borba & Semir, 1999, 2001;
Borba et al., 2001; Singer & Cocucci, 1999; Verola, 2002). Os polinizadores das espécies
acompanhadas sdo pequenos himenopteros (ver Capitulo 3) que apresentam comportamento de
nao permanecem na mesma flor ou inflorescéncia ap6s a remogdo de polinarios, sendo dificil

estabelecer os custos da auto-incompatibilidade em relagdo ao comportamento dos polinizadores.

Por algum tempo, concordou-se com a hipdtese de que a auto-compatibilidade ¢, por si,
desvantajosa (Darwin, 1877). No entanto, a ampla ocorréncia da auto-compatibilidade prova que
este mecanismo ¢ claramente adaptativo sob algumas condigdes (Lloyd, 1980; Schemske &
Land, 1985), como escassez de polinizadores e populagdes pequenas em gargalo genético

(Horovitz & Harding, 1972; Lande & Schemske, 1985; Schemske & Land, 1985).

Grant (1975) e Lloyd (1979) indicam que varias espécies possuem sistemas de reprodugao
intermediarios, com uma “mistura” de mecanismos de auto-compatibilidade e auto-
incompatibilidade. Varios modelos de evolugdo e manutencdo de estratégias de sistemas de

reproducdo mistos vém sendo propostos (Lloyd, 1980; Schemske & Lande, 1985), e de fato,
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muitas espécies apresentam populagdes autdgamas e/ou aldogamas, incluindo as variagdes destes
sistemas (Lande & Schemscke, 1985; Sckemscke & Lande, 1985). Desta forma, as taxas de
viabilidade de sementes obtidas no presente trabalho ddo uma idéia de como os sistemas de
reproducdo em espécies de Hoffinannseggella podem variar, desde fortemente auto-incompativel,
na maioria das espécies acompanhadas, até completamente auto-compativel, no caso da maioria
das populagdes de H. rupestris, H. briegeri, H. caulescens e uma populagdo de H. angereri ¢ de

H. bradei.

Muitos trabalhos mostram que a evolucao da autogamia pode ter se originado a partir de
linhagens aldogamas (Stebbins, 1959; Baker, 1976) e pode ter evoluido, independentemente, em
diferentes espécies dentro de diversas familias como Polemoniaceae (Grant, 1975), Onagraceae
(Raven, 1979) e Pinaceae (Langner, 1959; Fowler, 1965), indicando que espécies
filogeneticamente proximas, podem desenvolver, independentemente, sistemas reprodutivos
divergentes (Schemscke & Lande, 1985). A autogamia facultativa ocorre em diversas espécies de
orquideas (Catling, 1990; Tremblay et al., 2005), geralmente associada com ambientes
fragmentados, severos e sob escassez de polinizadores (Tremblay et al., 2005). Nestas condi¢des
a autogamia pode ser considerada como uma estratégia apropriada, em que um unico evento de
polinizagdo cruzada garantiria a variabilidade genética necessaria para anular os efeitos da
depressdo endogamica, gerada através de sucessivas autopolinizagdes (Tremblay et al., 2005).
Mecanismos de autopolinizacdo espontanea observados em algumas espécies de
Hoffmannseggella, mesmo ocorrendo em escala reduzida dentro das populacdes e resultando em
taxa de viabilidade de sementes tdo baixa nas espécies auto-incompativeis, podem ser adaptativos
sob condicdes de escassez de polinizadores e em populagdes pequenas e isoladas. Os mecanismos
de autopolinizacdo espontinea e autogamia em espécies de Hoffmannseggella sdo condig¢des
derivadas e relativamente recentes (ver Capitulo 5), e relacionadas principalmente com espécies
poliploides. No caso de Hoffimannseggella a evolucdo da autogamia tem origem a partir de
linhagens alégamas e pode derivar independentemente dentro do género, inclusive em diferentes
populagdes da mesma espécie, como observado em H. angereri, H. bradei, H. caulescens e H.

rupestris.

Um fato curioso a ser esclarecido ¢ o por qué as espécies de Hoffmannseggella mantém
frutos provenientes de autopolinizagdo até o final da maturagdo, mesmo apresentando baixa
viabilidade de sementes, uma vez que vivem sob escassez de recursos e crescem em solos pobres

e/ou diretamente sobre rochas. Do ponto de vista energético, a producdo de frutos ¢ altamente
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dispendiosa, principalmente para espécies que vivem sob escassez de recursos (Montalvo &
Ackerman, 1987; Zimmerman & Aide, 1989; Calvo, 1993). O aumento da taxa de frutificacdo em
algumas espécies pode interferir drasticamente na taxa de crescimento subseqiiente e reproducao
futura (Ackerman, 1989; Snow & Whigham, 1989; Zimmerman & Aide, 1989; Ackerman &
Montalvo, 1990; Primack & Hall, 1990; Meléndez-Ackerman et al., 2000). Embora nio tenha
sido avaliado experimentalmente, em condigdes de cultivo, todas as espécies de
Hoffmannseggella que mantiveram hastes com frutos em desenvolvimento durante um ano,
geraram pseudobulbos e folhas menores e nao floresceram na estagdo seguinte, concordando com
a idéia de comprometimento das fungdes de crescimento e reproducgdo futura em detrimento de
taxas de frutificacdo elevadas (Ackerman, 1989; Snow & Whigham, 1989; Zimmerman & Aide,
1989; Ackerman & Montalvo, 1990; Primack & Hall, 1990; Meléndez-Ackerman et al., 2000).
Em condi¢des naturais, a taxa de frutificacdo em espécies de Hoffinannseggella ¢ baixa,
indicando que ela ¢ limitada pela disponibilidade de polinizadores. Pode ser que, em condic¢des
naturais, a taxa de autopolinizagdes seja tao baixa que manter frutos em desenvolvimento até o
final da matura¢do, mesmo com uma carga de sementes viaveis baixa, ndo seja uma caracteristica
exposta aos efeitos da selecdo contraria, ou seja, pode ser uma caracteristica neutra. Por outro
lado, pode ser que estas poucas sementes viaveis (que sdo muitas levando em consideragio a
enorme quantidade de sementes produzidas pelas orquideas), formadas através de
autopolinizagdes e associadas com os mecanismos de autopolinizagdo espontanea nestas espécies,
sejam muito importantes em eventos de colonizagdo, estabelecimento de novas populacdes e

especiacdo, garantindo a reprodugdo sexuada nestes locais.

Ocorréncia de Poliembrionia

A ocorréncia de poliembrionia em Orchidaceae ¢ relativamente pouco documentada. Nos
poucos casos descritos, a poliembrionia ¢ atribuida a eventos de apomixia, em que os embrides
sdo derivados de divisdes mitdticas do tegumento externo durante o processo de
megasporogénese (Swamy, 1949; Lenz & Wimber, 1959; Catling, 1982, 1987; Catling & Catling,
1991b). Em todos os casos descritos, a taxa de sementes poliembrionicas ¢ elevada e associada
principalmente a espécies autogamas e apomiticas. No entanto, existem dois casos descritos em
que a poliembrionia ocorre aleatoriamente, € com baixa freqiiéncia, em amostras provenientes de
frutos ndo apomiticos derivados de cruzamentos intra-especificos e inter-especificos (Pintatdi et

al., 1990; Borba et al., 2001); nestes casos as sementes poliembridnicas foram originadas pela
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clivagem de um unico zigoto. Segundo O’Neill (1997) a taxa de sementes poliembridnicas ¢é
maior em frutos provenientes de cruzamentos inter-especificos. As espécies de Hoffmannseggella
estudadas apresentaram baixos niveis de sementes poliembridnicas em todos os tipos de
tratamentos, com freqiiéncia muito reduzida. A porcentagem de sementes poliembridnicas ¢ um
pouco maior em tratamentos inter-especificos, no entanto, a diferenca entre os outros tipos de
tratamentos ndo ¢ significativa. Durante o acompanhamento do desenvolvimento dos 6vulos e
embrides em todos os tipos de tratamentos nas espécies de Hoffmannseggella, nao foi constatado
nenhum indicio de origem de poliembrides através da apomixia. Essas caracteristicas, aliadas a
baixa incidéncia de poliembrides nas amostras analisadas, sugerem que os embrides
supranumerdarios observados sejam derivados de eventos esporddicos e devidos a clivagem de um

mesmo embrido.

Cruzamentos inter-especificos, fenologia de floragdo, simpatria e hibridagdo

Em cruzamentos inter-especificos a taxa de viabilidade de sementes foi elevada,
mostrando claramente que espécies sincronopdatricas podem potencialmente hibridizar, fato
confirmado pelo grande nimero de hibridos naturais descritos em literatura (H. xcaetensis (Pabst)
V.P. Castro & Chiron, H.xcarassana (Pabst) V.P. Castro & Chiron, H. xfeldmaniana F.E.L.
Miranda & K.G. Lacerda, H. xcristinae F.E.L. Miranda & K.G. Lacerda, H. xraganii F.E.L.
Miranda & K.G. Lacerda, H. xmucugensis (Pabst) V.P. Castro & Chiron, H. xbritoi K.G. Lacerda
& V.P. Castro, H. xitabiritensis K.G. Lacerda, H. xcipoensis (Pabst) V.P. Castro & Chiron e H.
xzaslawskiana Chiron & V.P. Castro) e observados nas populagdes naturais acompanhadas (trés
hibridos nao descritos entre H. rupestris € H. angereri € um entre H. rupestris ¢ H. bradei).
Somente trés pares de espécies sincronopatricas estudadas neste trabalho apresentaram barreiras
genéticas a hibridacdo, H. fournieri x H. longipes, H. briegeri x H. ghillanyi e H. caulescens x H.
endsfeldzii, e nao produziram sementes vidveis quando inter-cruzadas. Os outros pares de
espécies sincronopatricas testados foram interférteis e potencialmente poderiam formar hibridos
em condicdes naturais. As demais espécies testadas em condigdes experimentais que
apresentaram sobreposi¢do de fenologia floral mas ndo geografica, poderiam hibridizar se
entrassem em contato em condigdes naturais, uma vez que nao possuem polinizadores especificos

(ver Capitulo 3).
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Alguns estudos mostram haver correlacdo entre similaridade morfologica e potencialidade
de hibridizagdo entre espécies (Sanford, 1964, 1967; Scacchi, et al., 1990), embora exista uma
série de barreiras pré-polinizacdo que previnam a hibridizagdo, como isolamento geografico,
barreiras mecanicas e especificidade de polinizadores (Dodson, 1962; Pijl & Dodson, 1966;
Dressler, 1968; 1981, 1993; Steiner et al., 1994). Segundo Hogenboom (1975), a auséncia de
frutificacdo em cruzamentos inter-especificos pode ser resultado da falta de similaridade genética
entre individuos de diferentes espécies, devido ao grau de divergéncia evolutiva entre elas. De
acordo com a proposta de Hogenboom (1975), a capacidade de inter-cruzamento poderia ser
utilizada como uma medida de proximidade filogenética ou divergéncia evolutiva de um
determinado grupo (Sanford, 1964, 1967; Stort, 1972; Stort & Pavanelli, 1986; Scacchi et al.,
1990). No entanto, ndo foi observada nenhuma correlagdo entre similaridade morfologica e/ou
filogenética (Van den Berg et al., 2000) e potencialidade de hibridagdo entre as espécies de
Hoffmannseggella estudadas, contrariando a proposta de Hogenboom (1975). Ao contrario, as
espécies mais proximas filogeneticamente (Van den Berg et al., 2000) apresentaram algum grau
de esterilidade quando inter-cruzadas. A Unica barreira morfologica a hibridagdo entre as espécies
analisadas, consiste na diferenca de tamanho entre cavidade estigmatica e polinias € comprimento

de coluna que pode determinar diferentes locais de deposi¢ao de polinias sobre os polinizadores.

Grau de heterose e persisténcia de pequenas populagoes em gargalo genético

Populacdes de trés espécies, H. fournieri (CL35), H. gracilis ¢ H. rupestris (CL40)
apresentaram taxas de viabilidade de sementes inusitadamente baixas em todos os tipos de
tratamentos intra-especificos realizados. Na populagdo de H. fournieri (CL35) a taxa de
viabilidade de sementes foi baixa, inclusive nos tratamentos inter-especificos como receptora ou
doadora de polinias, o que ndo ocorreu com as populacdes das outras espécies. A taxa de
viabilidade de sementes nesta populacao nao foi incrementada, nem quando recebeu ou doou
polinias de/para outras populagdes. Desta forma, parece que esta populacdo sofre de forte
esterilidade, tanto masculina quanto feminina, mas as causas sdo obscuras e precisam ser

investigadas.

No caso das populagdes de H. gracilis, H. fournieri (CL02B) e H. rupestris (CL40) a
esterilidade ndo pode explicar os baixos niveis de viabilidade de sementes observados em

tratamentos intra-especificos € em condi¢des naturais. Como nas outras espécies e populacoes
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diploides estudadas, esperava-se que a viabilidade de sementes em autopolinizagdo fosse baixa,
como foi realmente observado. No entanto, a viabilidade de sementes em polinizagdes cruzadas
intra-especificas  intra-populacionais  foi  inesperadamente  baixa nestas  espécies.
Hoffmannseggella fournieri (pop. CL02B) apresentou taxa de frutificacdo baixa em

autopolinizacdo, alta em polinizagdo cruzada e muito baixa em condi¢des naturais (Tabela 4).

Em espécies naturalmente alogadmicas, o principal risco de extingdo é devido a depressao
endogamica que pode reduzir drasticamente o fitness individual e produzir populagdes
geneticamente homogéneas (Mills & Smouse, 1994; Frankham, 1995; Amos & Balmford, 2001).
A magnitude dos efeitos da endogamia em populagdes alogamas ¢ um forte indicador de
persisténcia e viabilidade a longo prazo, principalmente em populagdes pequenas, isoladas e com
acesso restrito ao fluxo génico entre populagdes coespecificas (Barrett & Kohn, 1991; Lesica,
1993; Newman & Pilson, 1997; Amos & Balmford, 2001). A depressao endogamica nao se
expressa somente em eventos de autopolinizagdo e pode ser altamente restritiva, através da
reducdo da fertilidade em cruzamentos envolvendo individuos geneticamente similares (Wallace,

2003).

Dentre todas as espécies e populacdes estudadas, H. fournieri (CL02B), H. gracilis e H.
rupestris (CL40) foram as que apresentaram o menor tamanho populacional em condigdes
naturais, com 37, 41 e 15 individuos, respectivamente. Devido ao tamanho populacional
reduzido, e como se tratam de populagdes e espécies fortemente aldgamas e sujeitas a efeitos
severos da endogamia, a baixa viabilidade de sementes observada em condigdes experimentais, e
em frutos provenientes de populacdes naturais parece ser causada pelo cruzamento entre
individuos aparentados, devido a redug¢do do tamanho populacional a limites extremos. Todas
essas populagdes estavam em areas expostas a forte influéncia antropica, como pastagens e fogo
recorrente, o que pode comprometer sua viabilidade a longo prazo, devido a sua reducdo a niveis
reprodutivos criticos. Apesar de ameacadas, H. fournieri e H. rupestris possuem muitas outras
populagdes distribuidas ao longo da Cadeia do Espinhago. No caso de H. gracilis a probabilidade
de extingao a curto prazo ¢ maior, por se tratar de uma espécie micro-endémica, com somente
uma populacdo conhecida crescendo junto a populacdo de Vellozia gigantea no Parque Nacional
da Serra do Cip6-MG. Durante o acompanhamento desta populagdo em condigdes naturais foi
observado que a taxa de frutificagdo ¢ muito baixa, e que além do tamanho reduzido, a populagado

era formada somente por individuos adultos em estddio reprodutivo, sem nenhum individuo
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jovem (ver Capitulo 3). Estas observacdes conferem a esta espécie o status de mais ameacada do

género Hoffmannseggella, sugerindo que agdes imediatas sejam adotadas para sua conservagao.

Supressdo da depressdo endogamica, poliploidia e evolugdo da auto-compatibilidade

A poliploidia ¢ um fendmeno difundido entre as Angiospermas e segundo estimativas
ocorre entre 47-70% das plantas atuais (Grant, 1981; Lewis, 1980), ¢ vem sendo reconhecida
como a principal forma de evolugdo em muitos grupos (Soltis & Soltis 1993, 2000; Ramsey &
Schemske 1998; Otto & Whitton 2000). Devido a sua grande incidéncia dentre as espécies de
plantas conhecidas, a poliploidia ¢ um dos principais fatores a ser considerado em estudos

biossistematicos (Stebbins, 1947, 1950, 1971, 1985; Grant, 1981; Soltis et al., 2007).

A freqiiéncia da poliploidia em Orchidaceae ¢ alta, ¢ ela ocorre em grupos como
Platanthera (Wallace, 2003; Sheviak & Bracht 1998; Tanaka & Kamemoto 1984), Dactylorhiza
(Devos et al., 2006; Pedersen, 2006; Hedrén et al., 2007) e Calopogon (Goldman et al., 2004)
entre outros géneros. Em Laeliinae a poliploidia vem sendo descrita em alguns géneros como
Cattleya e Laelia (Tanaka & Kamemoto, 1974; Tanaka & Kamemoto, 1984), incluindo
Hoffmannseggella (Blumenschein, 1960 a,b; Costa, 2006).

De acordo com Blumenschein (1960) e Costa (2006), no género Hoffinannseggella
existem espécies com numeros cromossomicos que variam entre 2n=40, 60 e 80, configurando
um complexo de espécies polipldides, incluindo espécies hibridas (para revisao sobre poliploidia
em Hoffmannseggella ver Capitulo 5). A interpretagdo das causas e efeitos da poliploidia ¢ vasta,
principalmente quanto ao seu papel na evolugdo. Stebbins (1950) chama a atengdo para
diferengas no potencial adaptativo de espécies diploides e poliploides, em que autopoliploides
produzidos artificialmente, apresentam menor capacidade de adaptacdo aos mesmos ambientes
onde sdo encontrados seus ancestrais diploides, porém se adaptam melhor a ambientes diferentes
dos de seus ancestrais. A poliploidia tem grande influéncia na fertilidade dos individuos,
principalmente quando ¢ associada a alopoliploides, ou seja, individuos que apresentam
duplicagdo de cromossomos de origem hibrida. Se um hibrido estéril, devido a falta de homologia
entre cromossomos, tiver seu lote cromossdémico dobrado por poliploidia, o pareamento de cada
cromossomo com seu homologo serd possivel, resultando na recuperacdo da fertilidade
(Blumenschein, 1960). Baseado nestes argumentos, a poliploidia ¢ considerada como um

mecanismo de isolamento reprodutivo capaz de gerar especiagdo simpatrica, quando populacgdes
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diploides e tetraploides sdo segregadas, pela produgdo de individuos triploides, que geralmente

sdo estéreis, impossibilitando a troca de genes entre elas (Blumenschein, 1960).

O conhecimento dos sistemas reprodutivos em plantas ¢ especialmente importante, pois
fornece informacgdes uteis para julgamentos taxondmicos e interpretagdes evolutivas (Ornduff,
1969, 1978; Catling, 1982). A duplicagdo cromossdmica afeta a magnitude de expressdo da
depressao endogamica e tem implicagdes fundamentais para a evolugao da poliploidia, bem como
para os sistemas reprodutivos em populagdes naturais de plantas (Stebbins 1971; Grant 1981;

Husband & Schemske 1996, 1997; Rausch & Morgan, 2005).

Alguns modelos de especiagdo recentes demonstram que, sob algumas circunstancias, que
dependem da fertilidade diferencial entre citdtipos, o estabelecimento dos polipldides ¢
favorecido (Felber, 1991; Rodriguez, 1996; Rausch & Morgan, 2005). Neste caso a evolugdo de
linhagens polipldides estd intimamente relacionada ao grau de expressdo da depressao

endogamica em linhagens dipldides e poliploides.

O grau de expressdo da depressdo endogamica pode atuar como forte agente de selecdo
contra a evolu¢ao de sistemas reprodutivos auto-compativeis (Lande & Schemske, 1985;
Husband & Schemske, 1997). Muitos trabalhos mostram que os efeitos negativos da depressdo
endogamica sdo reduzidos, ou mesmo anulados por eventos de poliploidia, levando a evolucao de
sistemas de auto-compatibilidade e/ou autogamia (Stebbins, 1950; Thompson & Lumaret, 1992;
Johnston & Schoen, 1996; Lande & Schemske, 1985; Husband & Schemske, 1997; Contreras et
al., 2007).

Neste trabalho foi observada forte correlagdo entre o grau de ploidia e a fertilidade das
sementes obtidas em cruzamentos intra-especificos, ¢ a diferenca entre a fertilidade de diploides e
poliploides foi altamente significativa (P > 0,001 — Anova dois fatores). Em espécies dipldides o
grau de fertilidade em frutos provenientes de autopolinizagdo foi em média 18 vezes menor que a
observada em espécies poliploides. Em frutos provenientes de polinizacdo cruzada intra-
especifica, ndo houve diferenga significativa na viabilidade de sementes entre dipldides e

poliploides.

Para que ocorra a evolu¢ao de sistemas de reproducdo auto-compativeis, os ganhos
relacionados ao aumento de fertilidade através da autogamia, tém de superar os efeitos deletérios
causados pela depressdo endogamica, manifestada através da perda de “fitness” da prole gerada

(Charlesworth & Charlesworth, 1979; Lande & Schemske, 1985). Como os descendentes gerados
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através da autogamia possuem duas copias do genoma parental, enquanto a prole gerada por
alogamia possui somente uma, assume-se que o nivel critico de depressdo endogamica que
determina a evolugdo de sistemas autdgamos seja 50% (Charlesworth & Charlesworth, 1979;
Lande & Schemske, 1985). Segundo essas afirmacdes, o nivel de depressio endogamica
observado nas espécies diploides de Hoffmannseggella consideradas auto-incompativeis neste
trabalho, estdo bem abaixo (0,5% em média) do nivel critico estabelecido para que sistemas
autégamos possam evoluir. Ao contrdrio do observado em espécies diploides, as espécies
polipléides sdo auto-compativeis, com a média de viabilidade de sementes em autopolinizagdes

acima de 60%, e sistemas autdgamos podem ser estabelecidos e fixados.

Existem dois modelos genéticos prevalentes para explicar a expressdao da depressao
endogdmica em sistemas naturais: dominancia parcial e super-dominancia (Charlesworth &
Charlesworth, 1987). De acordo com o modelo de dominancia parcial, individuos de uma
populacdo possuem um numero de mutacdes deletérias que sdo recessivas ou parcialmente
recessivas, em que a severidade da expressdo da depressdo endogdmica ¢ intimamente
relacionada ao aumento de freqiiéncia desses recessivos letais em homozigose, que ¢ devida a

cruzamentos entre individuos geneticamente semelhantes ou a eventos de autogamia.

Dessa forma, espécies diploides tendem a expressar essas mutagdes mais facilmente que
espécies poliploides, devido a heranca polissdmica intrinseca aos poliploides. Espécies
poliploides apresentam lotes cromossdmicos duplicados e multiplas copias dos mesmos genes.
Por conseqiiéncia a expressdo de copias multiplas, de um mesmo gene deletério em homozigose
recessiva, ¢ muito menos provavel de ser expressa em poliploides, e os efeitos da depressao

endogamica sob estas condi¢des sdo tamponados ou diminuidos (Husband & Schemske, 1997).

O nivel de depressao endogamica diferencial observado em espécies dipldides e
poliploides de Hoffmannseggella, através da viabilidade de sementes em cruzamentos
experimentais intra-especificos, estd de acordo com o modelo de dominancia parcial, e corrobora
a hipotese de supressao/reducio da depressdo endogamica através da poliploidia, possibilitando a

evolugdo de sistemas autogamicos em linhagens polipléides de Hoffmannseggella.
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Tabela 1. Populagdes ¢ espécies de Hoffmannseggella utilizadas nos cruzamentos experimentais
manuais. (*=dipléides; **poliploides)

- = . Localizacao
Espécie/populacao Localidade Geogrifica Voucher
H. angereri (Pabst) V. P. Castro & Chiron
CL27 (pop. 1) * Biribiri - MG 18°09°S/043°35°W  C.F.Verola 00844
CL28 (pop. 2) * Diamantina — MG 18°17°S/043°33°W  C.F.Verola 0126

H. bradei (Pabst) V. P. Castro & Chiron
CLO5A (pop. 1) *

CLOSB (pop. 2) *
CLO8A (pop. 3) *
CLO8B (pop. 4) *
CL11 (pop. 5) *

H. briegeri (Blumnsch. Ex Pabst) V. P.
Castro & Chiron
CLO09 (pop. 1) **

CL10 (pop. 2) **

H. caulescens (Lindl.) H. G. Jones
CL14 (pop. 1) **
CL15 (pop. 2) **
CL16 (pop. 3) **
CL17 (pop. 4) **
CL19 (pop. 5) **
H. cinnabarina (Batem. ex Lindl.) H. G.
Jones
CL24 (pop. 1) *
CL29 (pop. 2) *
H. crispata (Thumb.) H. G. Jones
CL13AB (pop. 1) *
CL18 (pop. 2) *
CL20 (pop. 3) *
CL23 (pop. 4) *
H. endsfeldzii (Pabst) V. P. Castro & Chiron
CL31 (pop. 1) *
H. fournieri (Cogn.) V. P. Castro & Chiron
CLO02B (pop. 1) *
CL25 (pop. 2) *
CL35 (pop. 3) *
H. ghillanyi (Pabst.) H. G. Jones
CL12 (pop. 1) *

CL13 (pop. 2) *

H.gracilis (Pabst) V.P.Castro & Chiron
Cip6 (pop. 1) *

H. liliputana (Pabst) H. G. Jones
CLO3 (pop. 1) *

H.longipes (Rchb. F) V.P.Castro & Chiron
Caraga (pop. 1) *

H. rupestris (Lindl.) V. P. Castro & Chiron
CLO1 (pop. 1) **
CLO04 (pop. 2) **

CLO06 (pop. 3) **
CLO7 (pop. 4) **
CL26 (pop. 5) **

CL34 (pop. 6) **
CLA40 (pop. 7) *

Diamantina-Conselheiro Mata-MG

Diamantina-Conselheiro Mata-MG

Gouveia-Curvelo-MG
Gouveia-Curvelo-MG

Diamantina-MG

Gouveia-Datas-MG
Pedro Lessa-MG
Carrancas-MG
Itutinga-MG

Sdo Jodo Del Rei-MG

Santa Cruz de Minas-MG
Brumadinho-MG

Catas Altas-MG

Santa Teresa-ES

Sdo Thomé das Letras-MG
Conceigao do Ibitipoca-MG
Brumadinho-MG
Caeté-MG

ITtutinga-MG

Lavras Novas-MG

Catas Altas-MG

Ouro Preto-MG

Conceigdo do Mato Dentro-MG

Conceigdo do Mato Dentro-MG

Conceigdo do Mato Dentro-MG
Ouro Branco-MG
Catas Altas-MG

Itacambira-MG
Diamantina-MG

Conselheiro Mata-MG
Biribiri-MG
Mandanha-MG

Joaquim Felicio-MG
Botumirim-MG

18°12°S/043°42°W

18°12°S/043°42°W

18°24°S/043°52°W

18°24°S/043°52°W

18°13°S/043°35°W

18°25”S/043°38°W
18°34°S/043°29°W
21°18’S/044°36°W
21°08’S/044°17°W
21°07°S/044°12°W

21°29°S/044°36°W
20°04’S/043°59°W

20°05S/043°29°W
19°50°S/040°47°W
21°43’S/044°58°W
21°42°S/043°53°W
20°04°S/043°59°W
19°48°S/043°40°W
21°19°S/044°58°W
20°28°S/043°31°W
20°05°S/043°28°W
20°27°S/043°36°W
19°16°S/043°33°W

19°16°S/043°32°W

19°16°S/043°32°W

20°29°S/043°42°W

20°05°S/043°29°'W

17°00°S/043°20°W
18°12°S/043°42°W

18°17°S/043°50°W
18°18°S/043°53°W
18°01°S/043°34°W

17°41°S/044°16'W
16°87°S/043°01°W

C.F.Verola & M.E.Mansanares
00814

C.F.Verola & M.E.Mansanares
0081B

C.F.Verola & M.E.Mansanares
00124

C.F.Verola & M.E.Mansanares
0012B

C.F.Verola & M.E.Mansanares
0082

C.F.Verola & M.E.Mansanares
0012D

C.F.Verola & M.E.Mansanares
0056

C.F.Verola 0038

C.F.Verola & C. Urbanetz 0039
C.F.Verola & C. Urbanetz 0042
C.F.Verola & C. Urbanetz 0044
C.F.Verola & A.F.Verola 0063B

C.F.Verola 0069
C.F.Verola et al. s/n°

C.F.Verola 0110
C.F.Verola 0045
C.F.Verola 00634
C.F.Verola s/n°

C.F.Verola et al. 0123

C.F.Verola etal 0174
C.F.Verola 0070B
C.F.Verola & I.R.Costa 0175

C.F.Verola & M.E.Mansanares
0062
C.F.Verola & M.E.Mansanares
0027

C.F.Verola & L.R.Costa s/n°

C.F.Verola et al. 0165

C.F.Verola 00704

C.F.Verola et al. 0002
C.F.Verola & M.E.Mansanares
0007

C.F.Verola & M.E.Mansanares
0008

C.F.Verola & M.E.Mansanares
0009

C.F.Verola 0071B

C.F.Verola et al. 0129
C.F.Verola et al. s/n°
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Tabela 2. Viabilidade de sementes em cruzamentos experimentais em espécies de
Hoffmannseggella.

Espécie/populagio  autogamia/tipo Autopolinizagao cruzada intra- cruzada inter- Interagdo dos AT
(A) populaciona (C) populacional (CI) Resultados
H. angereri
CL27 S/1 1,3 (20) 50,7 (20) 59,5 (13) A#C=CI 2,6
CL28 S/1 14,6 (21) 50,8 (27) 44,7 (11) A#C=CI 28,7*
Meédia 7,9 (41) 50,7 (47) 52,1(24) A#C=CI 15,6
H. bradei
CLO5A N 4,1 (13) 57,3 (10) - A#C 7,0
CLO5B N 4,3 (12) 49,4 (14) - A#C 8,6
CLO8A N 3,5(25) 40,7 (23) - A#C 8,7
CL08B N 21,5 (8) 62,5 (10) - A=C 34,4%*
CL11B N 6,8 (9) 75,4 (6) - A#C 9,1
Meédia 8,0 (67) 57,1(63) - A#C 13,6
H. briegeri
CL09 S2 59,9 (9) 64,1 (9) 71,7 (6) A=C=CI 93,4%*
CL10 S/2 45,0 (9) 59,8 (16) 58,5 (6) A=C=CI 75,1%*
Meédia 52,4 (18) 61,9 (25) 65,1 (12) A=C=CI 84,3*
H. caulescens
CL14 S/2 16,8 (10) 43,7 (17) 56,3 (18) A#C=CI 37,0%
CL15 S/2 27,4 (22) 70,5 (29) 58,8 (17) A#C=CI 38,9%
CL16 S2 28,3 (19) 51,6 (23) 69,0 (17) A=C=CI 54,8%
CL17 S/2 17,5 (13) 65,1 (13) 77,6 (16) A#C=CI 26,8%
CL19 S/2 0,0 (6) 40,6 (6) - A#C 0
Meédia 18,0 (70) 54,3 (88) 65,4 (68) A#C=CI 31,5%
H. cinnabarina
CL24 N 0(17) 64,1 (17) 57,7 (6) A#C=CI 0
CL29 N 0,5 (6) 36,8 (7) 28,1 (6) A#C=CI 1,4
Meédia 0,2 (23) 50,4 (24) 42,9 (12) A#C=CI 1,4
H. crispata
CL13AB S/2 2,3 (26) 61,1 (32) 76,8 (6) A#C=CI 3,8
CL18 S/2 5,7 (24) 64,3 (24) 65,7 (6) A#C=CI 8,8
CL20 S2 0(6) 62,6 (6) 59,8 (7) A#C=CI 0
CL23 S2 0,8 (6) 70,5 (6) 74,2 (6) A#C=CI 1,2
Meédia 2,2(62) 64,6 (68) 69,1 (25) A#C=CI 3,5
H. endsfeldzii
CL31 N 0(11) 55,0 (9) - A#C 0
H. fournieri
CL02B S/2 0,5 (10) 43,2 (14) 29,5 (13) A#C=CI 1,1
CL25 S/2 1,7 (33) 59,2 (49) 70,7 (7) A#C=CI 2,9
CL35 N 0(6) 8,7 (6) 3,5(6) A=C=CI 0
Meédia 0,7 (49) 37,0 (69) 34,6 (26) A#C=CI 1,3
H. ghillanyi
CL12 S2 0(6) 62,9 (6) 32,0 (6) A#C#CI 0
CL13 S/2 0(6) 62,4 (6) 48,0 (6) A#C=CI 0
Meédia 0(12) 62,6 (12) 40,0 (12) A#C=CI 0
H. gracilis
Cipo N 1,0 (8) 7,6 (8) - A=C 13,0
H. liliputana
CLO03 S2 0,6 (6) 73,9 (10) - A#C 0,8
H. longipes
caraga N 0(7) 57,6 (10) - A#C 0
H. rupestris
CLO1 S/1 53,0 (20) 68,9 (15) 78,6 (9) A=C=CI 77,0*
CL04 S/1 66,6 (14) 75,8 (16) 76,3 (6) A=C=CI 87,9*
CL06 S/1 57,0 (12) 62,5 (14) 60,1 (15) A=C=CI 91,4*
CL07 S/1 60,5 (11) 70,0 (12) 72,4 (7) A=C=CI 86,5*
CL26 S/1 66,5 (8) 75,1 (8) 82,4 (6) A=C=CI 88,6*
CL34 S/1 59,5 (17) 49,4 (9) 61,5 (6) A=C=CI 120,3*
CL40 S/1 1,3 (14) 12,9 (11) 55,3 (6) A#C#CI 10,4
Meédia 52,1 (96) 59,2 (85) 69,5 (55) A=C=CI 80,3*

Ocorréncia de Autogamia (S=sim; N=n2o; 1=producdo de viscosidade pela cavidade estigmatica, 2=dobramento da polinia), A =
Autopolinizacdo (viabilidade de sementes %; n = niimero de réplicas entre parénteses), C = Polinizagéo cruzada intra-especifica
intra-populacional (viabilidade de sementes %; n = namero de réplicas entre parénteses) e CI = polinizagdo cruzada intra-
especifica inter-populacional (viabilidade de sementes %; n = nimero de réplicas entre parénteses). IAI = Indice de Auto-
incompatibilidade (* = espécie ou populagdo auto-compativel). Ver tabela 1 para as abreviagdes das populacdes. Tamanho das
amostras entre parénteses. Para a coluna de Interacdo dos Resultados, (=) diferenga ndo significativa e (#) diferenga significativa
(ANOVA um fator com teste de Tukey a posteriori; P < 0.001). Primeira coluna representa espécies e populagcdes como
receptores de polen.
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Tabela 3. Percentual de sementes vidveis em cruzamentos experimentais inter-especificos entre
espécies de Hoffmannseggella. Colunas representam os acronimos formados pelas trés primeiras letras
do epiteto especifico de cada espécie doadora de polinias (xacronimo). Na primeira coluna as espécies e
populagdes receptoras de polinias, e na ultima linha os meses do ano. Barras em branco na tabela,
quando comparadas a ultima linha representam os meses em que as espécies da primeira coluna
florescem ao longo do ano. Células preenchidas de cinza claro representam que as duas espécies
envolvidas no cruzamento tém fenologia de floragdo sobreposta em condigdes naturais, € cinza escuro
que as espécies tém fenologia de floracao e distribuicao geografica sobrepostas.

2 S = - . .
Espécie / E» ~§ §o § é § Lg 3 %‘ § g §
Populagdo é’o E 2 \i "§ ? % § E i 2 2
receptora S = <2 § § S § '\.:\ B % ?2 §

H. angereri
CL27 - - - - 473 50.3 - - - - - 453
CL28 - - - - 44.9 56.0 - - - - - 46.0

A — —

CLO5SA - - - - - - - 67.6 - - - -
CLO8A - - - - - - - 58.5 - - - -

Hobriegeri [ ]

CL10 - - - - - - - - 64.2 - - -

H. caulescens |
CL15 - - - - - 55.0 - - - - - -
CL16 - - - - - 85.7 - - - - - -
CL17 - - - - - 57.0 - - - - - -
CL19 - - - - - 54.5 2.8 - - - - -

H.cinnabarina l:l ‘ |
CL24 71.8 - - - - 89.2 - 319 - - - 55.9

H. crispata |

CL13AB 82.5 - - 53.5 60.7 - 31.0 53.1 - - - 252
CL18 63.9 - - 60.7 - - - - - - - -
CL20 51.9 - - - - - - - - - - -
CL23 59.6 - - 50.8 - - - - - - - -

H. endsfeldzii ]

CL31 - - - 0.0 - 30.6 - - - - - -

Hofowrnieri [

CL02 - - - - - 71.4 - - - - 0.0 -
CL25 - 473 - - 58.8 59.2 - - - - - -
CL35 - - - - - - - - - 8.8 - -

H. ghillanyi —
CL12 - - 0.0 - - - - - - - 0.0 -

H. liliputana L ]

CLO03 - - - - - - - 134 - - - -
Htongpes [ ——
caraca - - - - - - - 50.2 32.0 - - -

H. rupestris | ‘
CLO1 78.6 - - - 77.5 - - - - - - R
CL06 52.9 - - - 65.9 91.6 - - - - - -
CL07 58.7 - - - - - - - - - - -
CL26 86.2 - - - - - - - - - - -

Meses Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
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Tabela 4. Viabilidade de sementes em cruzamentos experimentais e em frutos coletados em
populagdes naturais. Onde auto = autopolinizacdo; intra = polinizac¢do cruzada intra-especifica intra-
populacional; natural = frutos coletados em campo. Todos os valores estdo em porcentagem e o
tamanho da amostra representado entre parénteses. * espécies com taxa viabilidade de sementes
muito reduzida em todos os tratamentos.

Espécie/populacao auto intra natural
H. angereri
CL27 1,3 (20) 50,7 (20) 63,9 (4)
CL28 14,6 (21) 50,8 (27) 44,8 (8)
Meédia 7,9 (41) 50,7 (47) 54,4 (12)
H. bradei
CLO5SA 4,1 (13) 57,3 (10) 58,4 (6)
CLO5B 4,3 (12) 49,4 (14) 51,0 (3)
CLO8A 3,5(25) 40,7 (23) 48,7 (6)
CLO8B 21,5(8) 62,5 (10) 48,0 (6)
CL11B 6,8 (9) 7,4 (6) 51,9 (3)
Média 8,0(67) 57,1(63) 51,6 (24)
H. briegeri
CL09 59,9 (9) 64,1 (9) 62,1 (12)
CL10 45,0 (9) 59,8 (16) 54,7 (13)
Média 52,4 (18) 61,9 (25) 58,4 (25)
H. caulescens
CL14 16,8 (10) 43,7 (17) 47,2 (3)
CL15 27,4 (22) 70,5 (29) 72,6 (3)
CL16 28,3 (19) 51,6 (23) 64,5 (6)
CL17 17,5 (13) 65,1 (13) 66,8 (4)
CL19 0(6) 40,6 (6) 40,0 (3)
Média 18,0 (70) 54,3 (88) 582 (19)
H. cinnabarina
CL24 0(17) 64,1 (17) 67,3 (3)
CL29 0,5 (6) 36,8 (7) 40,2 (3)
Meédia 0,2 (23) 50,4 (24) 53,7 (6)
H. crispata
CL13AB 2,3 (26) 61,1 (32) 44,6 (8)
CL18 5,7 (24) 64,3 (24) 68,7 (4)
CL20 0(6) 62,6 (6) 63,0 (3)
CL23 0,8 (6) 70,5 (6) 68,5 (3)
Meédia 2,2(62) 64,6 (68) 61,2 (18)
H. endsfeldzii
CL31 0(11) 55,0 (9) 33,7(7)
H. fournieri
CL02B 0,5 (10)* 43,2 (14) 11,8 (6)*
CL25 1,7 (33) 59,2 (49) 51,7 (4)
CL35 0(6)* 8,7 (6)* 0,9 3)*
Média 0,7 (49) 37,0 (69) 21,5 (13)
H. ghillanyi
CLI12 0(6) 62,9 (6) 60,4 (3)
CL13 0(6) 62,4 (6) 62,5 (3)
Meédia 0(12) 62,6 (12) 61,5 (6)
H. gracilis
Cipo 1,0 (8)* 7,6 (8)* 6,9 3)*
H. liliputana
CLO03 0,6 (6) 73,9 (10) 78,5 (3)
H. longipes
caraga 0(7) 57,6 (10) 59,0 (3)
H. rupestris
CLO1 53,0 (20) 68,9 (15) 66,2 (3)
CL04 66,6 (14) 75,8 (16) 43,6 (4)
CL06 57,0 (12) 62,5 (14) 70,0 (3)
CLO7 60,5 (11) 70,0 (12) 36,5 (4)
CL26 66,5 (8) 75,1 (8) 65,2 (3)
CL34 59,5 (17) 49,4 (9) 51,8 (4)
CL40 1,3 (14)* 12,9 (11)* 10,8 (3)*
Média 52,1(96) 59,2 (85) 48,7 (24)
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Apéndice 1. Percentual de frutificagdo e abortos espontdneos em cruzamentos experimentais de espécies de Hoffmannseggella. (auto =
autopolinizagdo; intrasp. intrapop.= polinizag¢ao cruzada intra-especifica intra-populacional; ** = polinizacao cruzada intra-especifica inter-
populacional, tendo as espécies e populacdes da primeira coluna como receptores de polinario; * = polinizacdo cruzada inter-especifica).
Colunas representam os acronimos formados pelas trés primeiras letras do epiteto especifico de cada espécie doadora de polinias
(xacronimo). Todas as combinacdes de cruzamentos efetuados utilizando populagdes de H. angereri, H. bradei, H. briegeri ¢ H.

caulescens.
. st 2§ 2% =% g2 2 5 28 22 sE =5 5§
& 3 = < S S 3 3 S
Espécie / Populacao E E E A Q E,_]-)/ >‘2 @ 2 @ > 5 5 @ > @ ;2 @ 5 @ 5 @ 2 @ 2 @
H. angereri
CL27 70 (30) 77,4 (22,6) - **88,2 (11,8)  *71,4(28,6) *100(0) *100 (0) - - *83,3 (16,7)  *40 (60)  *100 (0) -
CL28 96,6 3.4) 93,3 (6,7) %80 (20) - 85,7 (14,3) - #75(25)  *100 (0) - - - *100 (0)  *100 (0)
Média 83,3(16,7) 853 (14,7) **84,1(159) *94,4 (5,6)
H. bradei
CLO5A 100 (0) 100 (0) - - - - - - *100 (0) - - - -
CLO5B 92,3 (7,7) 100 (0) - - - - - - *00 (0) - - - -
CLOSA 92,6 (7,4) 92 (8) - - - - - - *44.4 (55,6) - - - -
CL08B 80 (20) 100 (0) - - - - - - - - - - -
CL11 100 (0) 100 (0)
Média 93,0 (7) 98,4 (1,6) ok *48,0 (52)
° g2 =2 =) - g 45 g & =2 ) =8 =z =9
" 5 2 S S £ 3 3 3 3 3 5« S G S b 3
Espécie / Populagao | E E a ) 9—1 2 &._1)/ 2 @ 2 @ 3 @ 2 9,_1 2 5 o2 @ 2 @ 2 @ S &._1)/
H. briegeri
CL09 100 (0) 100 (0) - *%100 (0) - - - - - - - - -
CL10 88,9 (9,1) 100 (0) **100 (0) - - - - - - - - - *100 (0)
Média 98,9 (1,1) 100 (0) **100 (0) *100 (0)
H. caulescens
CL14 88,3 (16,7) 95,8 (4,2) - - - *%100 (0)  **100(0)  **100 (0) - - - - -
CL15 96,6 (3,4) 93,5 (6,5) - - **100 (0) - **100 (0)  **80 (20) - *90 (10) - - -
CL16 91,3 (8,7) 85,7 (14,3) - - **100 (0)  **100 (0) - **100 (0) - - *100 (0) - -
CL17 100 (0) 82,1 (17,9) - - **80 (20)  **80(20)  **100 (0) - - - - - -
CL19 100 (0) 50 (50) - - - - - **100 (0) *100 (0) - - *100 (0) -
*%
Média 95248 814 (18,6) ) 49 2)4 %05,4 (4,6)
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Apéndice 1. Percentual de frutificagdo e abortos espontdneos em cruzamentos experimentais de espécies de Hoffmannseggella. (auto =
autopolinizagdo; intrasp. intrapop.= polinizag¢ao cruzada intra-especifica intra-populacional; ** = polinizacao cruzada intra-especifica inter-
populacional, tendo as espécies e populacdes da primeira coluna como receptores de polinario; * = polinizacdo cruzada inter-especifica).
Colunas representam os acronimos formados pelas trés primeiras letras do epiteto especifico de cada espécie doadora de polinias
(xacronimo). Todas as combinagdes de cruzamentos efetuados utilizando populagdes de H. cinnabarina, H. crispata e H. endsfeldzii.

~ — — ~ ~ ~ ~ o —~ ~ _ ~ ~ —~ ~ —~
Espécie / Populagdo % gém :%D[g ;’%Dé E’:é Eé §é Sé E’é Eg éé ES Eé Eg é% éé 33 Eé
H.cinnabarina
* * sksk * * * *
L R IO ] ' - o © ' ] ] ey © o
CL29 80(20) 80 (20) ; - ; ; ; *?(1);)0 ) ] ] ) ; ] ) ] )
Média (‘f; g ), 900(10) *té;’ 0 ’2}42’;?
H. crispata
CLI3AB 2);,91) 7.1 (29) *(13))0 ) i :2800) *(100)0 ) ’ *’Zéfo *8020) :2755) :2755) :550())
B R A P
CL20 (ggzg) 25 (75) ; - ; ; - ; ; ] *’2(1)5’0 ) ) ) } ; ] )
%100 %100 %4100
cL23 100(0) 100 (0) - o ; o ; o ) ) ) ] ) ) )
Média (‘Ig‘j: é ) 7970203 ((1);’ 0 (18 45,’73)
H. endsfeldzii
CcL31 (;gf) 100 (0) ; ; ) * (100)0 ] (*280‘; ] ) ) ) ] ] )
Média (Zg: f ) 1000 :1903
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Apéndice 1. Percentual de frutificacdo e abortos espontaneos em cruzamentos experimentais de espécies de Hoffimannseggella. (auto = autopolinizacdo;
intrasp. intrapop.= polinizagdo cruzada intra-especifica intra-populacional; ** = polinizagdo cruzada intra-especifica inter-populacional, tendo as
espécies e populagdes da primeira coluna como receptores de polinario; * = polinizagdo cruzada inter-especifica). Colunas representam os acronimos
formados pelas trés primeiras letras do epiteto especifico de cada espécie doadora de polinias (xacronimo). Todas as combina¢des de cruzamentos

efetuados utilizando populagdes de H. fournieri, H. ghillanyi, H. gracilis, H. liliputana, H. longipes ¢ H. rupestris.

& & - - - _ = o2 =8 = Q =@ =& - & &
. ] 7] S e = = = =] = = — = — =
< a 3 s 53 =3 5O (=] s N 5 N o < o N o ™ = o
Espécie / Populagao | §§ 5%{‘) ﬁd S%E; x@ g@ xa ;2@ ;2@ ;2@ ;ab\d/ ;ﬂg ><§
H. fournieri
CL02 100 (0) 100 (0) - - - - - *50 (50) - **100 (0)  **100 (0) - - -
**66,6
* * * _ * * > _ _ _ _ -
CL25 100 (0) 98 (2) 100 (0) 100 (0) 75 (25) 100 (0) 100 (0) (33.4)
CL35 100 (0) 50 (50) - - - - - - **100 (0) - - - - *100 (0)
L g **91,6 *89,3
Média 100 (0) 82,6 (17,4) (8.4) (10,7)
H. ghillanyi
CL12 33,3 (66,7) 100 (0) - - - *100 (0) - - - - - - **100 (0) -
CL13 100 (0) 90 (10) - - - - - - - - - **100 (0) - -
Média 66,6 (33,4) 95,0 (5) **100 (0) *100 (0)
H. gracilis
-cipd 100 (0) 100 (0)
‘ 3 ° g e g =g o 5@ ez =g sg sg ee o5 25
H. liliputana
CLO03 70 (30) 75 (25) - - - - *00 (100) - - - - - - -
Média 70 (30) 75 (25) L *00 (100)
H. longipes
caraga 100 (0) 100 (0)
H. rupestris
CLO1 87 (13) 68,2 (31,8) *50 (50) - *100 (0) - - - - **100 (0) **00 (0) - - -
CL04 100 (0) 100 (0) - - - - - - - **100 (0)  **100 (0) - - -
**66,7
CLO06 92,8(7,2)  87,5(12,5) *80 *100 (0)  *100 (0) - **100 (0)  **100 (0) - **100 (0) - - (33,3)
*66,0
CLO07 78,6 (21,4) 75 *00 (33,4 - - - **100 (0)  **100(0) **00 (100) - - - -
CL26 88,9 (11,1) 62,5 (37.,5) - *100 (0) - - - - - - - - **50 (50) -
CL34 100 (0) 100 (0) - - - - - - - - - **100 (0) - -
CL40 100 (0) 68,8 (31,2) - - - - - - - - - - - -
L g **93,6 *74,6
Meédia 92,5(7,5) 80,3 (19,7) (6.4) (25,4)
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Figura 1. Hoffmannsegglla angereri (A); H. bradei (B); H. briegeri (C);
H. caulescens (D); H. cinnabarina (E) e H. crispata (F).
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Figura 1 (continuacao). Hoffmannseggella endsfeldzii (G); H. fournieri (H);
H. ghillanyi (1); H. endsfeldzii (J); H. liliputana (K); H. longipes (L) e
H. rupestris (M).
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Figura 2. Box-Plot de viabilidade de sementes em cruzamentos intra-especificos. Acronimos formados pelas trés primeiras letras do epiteto
especifico. Acronimo sozinho representa auto-polinizacdo (ex. ang); acronimos seguidos de x (ex. angx) representam poliniza¢do cruzada
intra-especifica intra-populacional e acronimos unidos pelo x (ex. angxang) representam polinizacdo cruzadas intra-especifica inter-
populacional. As linhas horizontais no interior das caixas indicam os valores da medianas. Os simbolos (*) e o (0) representam valores nao
levados em consideracdo na andlise (‘“outlines”).
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 3. (A) primérdios do desenvolvimento do 6vulo; (B) estrutura diferenciada do évulo
em estadio inicial; Megasporogénese: (C) célula mie do megasporo; (D) divisdo I do
megasporofito; (E) divisdo II do megaspordfito; Megagametogénese: (F) divisdao III do
megagameto6fito; (G) inicio da divisdo V do megagametéfito; (H) final das divisdo V do
megagametodfito; (I) saco embriondrio no inicio da maturacio e (J) saco embriondrio maduro,
sem o nucleo polar (degenerado). pl=placenta; fn=funiculo; n=nucelo; ti=tegumento interno;
te=tegumento externo; mi=micrépila; rc=regido calazal; cme=célula mae do megasporo;
se=saco embriondrio; si=sinégides; o=oosfera; np=nicleo polar e an=antipodas.

Figura 4. (A) tubos polinicos normais germinando na cavidade estigmadtica (polinizacdo
cruzada 3-5 dias); (B) tubos polinicos normais no final da coluna (poliniza¢do cruzada 7-10
dias); (C) tubos polinicos normais (seta longa) embebidos nos primérdios de 6vulos (seta curta)
em desenvolvimento na placenta do ovdrio (polinizacdo cruzada 25-30 dias); (D) tubos
polinicos normais (seta longa) passando a deformados (seta curta) em autopolinizagdes (24-32
dias); (E) tubos polinicos completamente deformados no final do ovério (autopolinizacdo 60
dias); (F) detalhe dos tubos polinicos deformados, com grande deposi¢cdo de calose e
espessamento nas paredes (autopolinizacdo 60 dias); (G) tubo polinico deformado e com dpice
estourando antes de ocorrer a fertilizagdo (autopolinizacdo 60-80 dias); (H) tubo polinico na
regido da micrépila antes da fertilizacdo (60-80 dias); (I) tubo polinico entrando na micrépila
pouco antes da fertilizacdo; (J) fecundacdo do 6vulo; (K) primeira divisdo embriondria; (L)
sementes com embrides bem desenvolvidos; (M) sementes sem embrido ¢ com embrido
rudimentar; (N) semente poliembrionica e (O) capa da semente em desenvolvimento (verde)
mesmo apds a degeneracdo do 6vulo ndo fecundado (vermelho-autopolinizacdo). o=oosfera,
tp=tubo polinico, ne=niucleo espermatico, fe=fecundac¢do, su=suspensor, er=embrido
rudimentar.
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Figura 3.




Figura 4.
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Figura 5. Porcentual de viabilidade de sementes em cruzamentos experimentais de auto-polinizagao
(A) e polinizagdo cruzada intra-especifica intra-populacional (C), envolvendo espécies diploides (D) e
poliploides (P). Indice de auto-incompatibilidade (IAI) representado pelas barras preenchidas por linhas
transversais. (-) = desvio padrado. ANOVA dois fatores; P < 0.001 entre diploides e poliploides.
Diferencgas significativas observadas entre dipléides (auto e cruzada) e poliploides, e ndo significativa
dentro de polipléides (auto e cruzada).

100 +

50 +

25 + =

dxd dxp pxd pXp

Figura 6. Percentual de viabilidade de sementes em cruzamentos inter-especificos, considerando o
nivel de ploidia entre os pares de espécies utilizados nos cruzamentos experimentais. dxd = cruzamento
entre duas espécies diploides; dxp = cruzamento entre diploides e polipldides, tendo diploide como
receptor de polinias; pxd = cruzamento entre polipldide e dipléide, tendo polipléide como receptor de
polinias e pxp = cruzamento entre espécies poliploides. (-) desvio padrao. (ANOVA um fator P >
0,001). Diferenca nao significativa entre dxd = dxp = pxd = pxp.
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CAPITULO 5

Chromosome studies, cytogeography and reassessment of polyploidy in the Brazilian

endemic genus Hoffmannseggella H. G. Jones (Orchidaceae:Laeliinae)

Abstract: The chromosome number of the Brazilian endemic genus Hoffmannseggella H.G.Jones is here
described and discussed, in order to help determine the principal mechanisms responsible for diversity and
evolution in this group. The chromosome counts of 12 species and 24 populations were obtained, eight of
which are new. The chromosome counts of twelve species and three natural hybrids of this study, added to
twelve species studied before, revealed that sixteen species of the group are diploid (2n=2x=40), one
triploid (2n=3x=60), two tetraploid (2n=4x=80), one dysploid with 2x=44 and five that can be recognized
as a polyploid series with numbers that varies among 2n=40, 60 or 80 chromosomes. Of the three hybrids
studied here, one is triploid and two are diploid. With these results, the knowledge of the chromosome
numbers in Hoffimannseggella was increased from 12 (28.6%) to 25 species (59.5%, without hybrids).
Polyploidy (29.2% of studied species) seems to have an important role in the evolution of this genus, but
is not so prevalent in this group as previously supposed. In accordance to results of molecular dating,
polyploid species are a new trend in the Hoffmannseggella evolution and appeared several times
independently, but only in new lineages between late Pliocene and mainly in the Pleistocene.
Biogeographically, polyploid series are more frequent in central areas of Espinhago range in Minas Gerais
state and can be the result of hybridization processes between previously established cytotypes or between

different species, with further polyploidization.
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Introduction

The Brazilian orchid genus Hoffmannseggella H.G.Jones is a member of the subfamily
Epidendroideae Kosteletzky, subtribe Laeliinae Benthan. Laeliinae is one of the largest subtribes
in the Orchidaceae with approximately 1470 species, surpassed only by Pleurothalidinae
(Dressler, 1993). Hoffmannseggella was recently reestablished by Chiron & Castro Neto (2002)
and their species were previously included in diverse genus (as Laelia Lindl. and Sophronitis
Lindl.). In the most recent review (Chiron & Castro Neto, 2002) 32 species were recognized in
the genus, but the number has now increased to 42 (Verola & Semir, 2007). Hoffmannseggella
circumscribes only perennial and rupicolous herbs, with inflorescences in simple, 2-20-flowered
apical racemes, with medium size flowers and diverse color variation among species, including
pink, red, orange, yellow, white, and combinations. It is one of the most ornamental genera
within Laeliinae and is distributed only in the high altitude rocky complex at elevations above
900 m in Southeastern (Minas Gerais, Rio de Janeiro and Espirito Santo states) and Northeastern
(Bahia state) Brazil (Verola & Semir, 2007). These areas are discontinuous and restricted to the
rocky outcrops surrounded in lower altitudes by diverse kinds of vegetational matrices. Due to
the discontinuity of the mountain ranges, many species of Hoffmannseggella are distributed in
scattered populations, and this led to the high levels of microendemism (47% of the genus) with
only one population known in natural conditions (Verola et al., 2007). In spite of this great
amount of endemism, only two species, H. endsfeldzii (Pabst) V. P. Castro & Chiron and H.
gracilis (Pabst) V. P. Castro & Chiron, are protected in private and National conservation areas,
respectively. Remaining species of Hoffmannseggella, in spite of prohibition of international
commerce of species collected in the wild (CITES), and Brazilian National Environmental
Agency (IBAMA), are outside of protected areas and exposed to diverse anthropic pressure in
natural conditions such as habitat destruction through quarries, ore prospection, cattle pasture,

fire or illegal collecting and commercialization (Verola et al., 2007).

The exceptional diversity of orchids presents an excellent opportunity for studying factors
that promote speciation in plants. Several factors have been considered important in orchid
speciation, such as chromosome diversity and high incidence of polyploidy, adaptation to

specialized pollinators and spatial isolation (Gill, 1989).

Until now, cytological data on Brazilian Hoffmannseggella have been reported by
Blumenschein (1960) and more recently by Costa (2006). Both authors call attention at the high

incidence of polyploidy and hybrids in this group. Polyploidy has been frequently associated to
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evolution and diversification in plants (Soltis et al., 2007) reaching from 47% to 70% of
Angiosperm species (Grant, 1981; Lewis, 1980). This process is recognized to play a principal
role in the evolution of many groups of organisms (Soltis & Soltis, 1993, 2000; Ramsey &
Schemske, 1998; Otto & Whitton, 2000) and is one of the most important factor to be considered
in biosystematic research (Stebbins, 1947, 1950, 1971, 1985; Grant, 1981; Soltis et al., 2007).

Polyploidy is widespread in orchids and has been recorded in different groups, such as
Platanthera (Wallace, 2003; Sheviak & Bracht, 1998; Tanaka & Kamemoto, 1984), Dactylorhiza
(Devos et al., 2006; Pedersen, 2006; Hedrén et al., 2007), Calopogon (Goldman et al., 2004) and
in different genera of Laeliinae, such as Hoffmannseggella (Blumenschein 1960a,b; Costa 2006),
Cattleya and Laelia (Tanaka & Kamemoto, 1974; Tanaka & Kamemoto, 1984) and in
intrafamilial levels (Felix & Guerra, 2005).

Knowledge of breeding systems may strengthen taxonomic judgments and provide back-
ground information for evolutionary interpretations (Ornduff, 1969, 1978; Catling, 1982).
Chromosome doubling can affect the magnitude of inbreeding depression expression in flowering
plants, and has important implications for the evolution of polyploidy and breeding systems in
natural populations (Stebbins, 1971; Grant, 1981; Husband & Schemske, 1996, 1997; Rausch &
Morgan, 2005). Current models have shown that some reproductive circumstances favour
polyploidy in diploid populations or mixed cytotypes, depending on the relative differences in
fertility and viability between cytotypes (Felber, 1991; Rodriguez, 1996; Rausch & Morgan,
2005). In this case, the evolution of polyploidy in natural systems are linked to the differential
expression of inbreeding depression among cytotypes, altering the outcome of selection on self-

fertilizing genotypes and mating systems evolution.

The aim of this work is to determinate the chromosome numbers in Hoffmmansseggella
species to access the origin and importance of polyploidy in the evolution, biogeography and

breeding systems of this group.

Material and Methods

Twenty three populations representing twelve species and three natural hybrids of
Hoffmannseggella occurring in the Brazilian Campos Rupestres vegetation and rocky outcrops
were studied in different localities of Southeastern and Northeastern Brazil (Table 1). Individuals

were collected in natural populations and grown in the greenhouse of Genetics and Evolution
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Department at State University of Campinas (UNICAMP) (22°49°S; 47°06°W; ca. 700m alt.) or
collected of typus specimens donated by authors. Vouchers were deposited in the herbarium of

State University of Campinas (UEC) (Table 1). Identification of species followed the review of
Chiron & Castro Neto (2002).

For mitotic analysis, root tips and ovary tissues were pretreated with 0.2 mM 8-
hydroxyquinoline for 24 h at 8 °C, after which the material was fixed in Farmer solution (ethanol:
acetic acid, 3:1, v/v) for 24 h and maintained in 70% ethanol in a freezer. The slides preparation
followed the HCI-Giemsa tecnique (Guerra, 1983). Chromosome numbers were based on counts
of 10 to 20 cells per species in each population. The slides were examined by light microscopy
and cells with a good chromosome condensation and spreading were photographed with a
photomicroscope (Olympus BX 51) coupled with digital camera and Image Pro Plus 6.0

software.

Distribution maps of populations and their respective chromosome data obtained were
plotted with DIVA-GIS 5.2 software (gis.cip.cgiar.org/gis/tools/diva.htm). The species
distribution and phenology information were assessed through national herbaria, specialized
bibliography and fieldwork observations. Available chromosome counts were compared with
phylogenetic and molecular dating cladograms (Verola et al., unpublished — Chapter 2) to
establish genealogic and temporal origin of the polyploidization processes in Hoffmannseggella

and some closely related genera.

Results
Chromosome counts and ploidy level

The chromosome numbers obtained for 12 species and three natural hybrids in 23

different populations were 2n=40, 2n=60 and 2n=80 (Figure 1, Table 2).

Nine species (H. bahiensis, H. cinnabarina — two populations, H. conceicionensis, H.
crispata — two populations, H. endsfeldzii, H. fournieri — two populations, H. gracilis, H.
kautskyiana and H. verboonenii) and two natural hybrids between H. rupestris and H. angereri
(H. xhybrid 1 and H. xhybrid 2) are diploid (2n=2x=40). Only H. gloedeniana and H. xbritoi are
triploid (2n=3x=60). Cytotypes with different ploidy levels were observed in H. caulescens
(2n=40, 60 and 80) and H. rupestris (2n=40 and 80) distributed in different populations (Table 2).

For H. caulescens, three populations (pops 3, 4 and 5) were tetraploids (2n=4x=80), one
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population (pop 1) had triploid (2n=60) and tetraploid (2n=80) individuals and only one
population (pop 2) presented a polyploid series with 2n=40, 60 and 80. Diploid and tetraploid
cytotypes were also observed in H. rupestris in different populations (Table 2). No dysploid

populations were observed.

Geographical distribution of ploidy levels and flowering phenology

In the Figure 2 a geographic distribution of ploidy levels of species with known
chromosome numbers are presented. Diploid populations occur mainly in the boarders of
Hoffmannseggella distribution that correspond the North (Chapada Diamantina — BA), South
(South of Serra do Espinhaco — MG) and East (East of Serra do Espinhaco — MG) of Espinhaco
Range and in the high altitudes rock outcrops of Rio de Janeiro and Espirito Santo states (Fig. 2).
Tetraploid, triploid (with exception of H. gloedeniana), dysploid and polyploid series populations

are predominant in the center of Espinhaco Range in Minas Gerais state (Fig. 2).

Species that form polyploid series (H. briegeri, H. caulescens, H. ghillanyi, H. liliputana
and H. rupestris) present superposed flowering phenology (Verola & Semir, unpublished —
Chapters 3 and 4) and geographic distribution with other species, as follows: H. briegeri x H.
angereri, H. bradei, H. cinnabarina, H. esalqueana or H. rupestris (Fig. 3.1A-E); H. caulescens
x H. endsfeldzii (Fig. 3.1 F); H. ghillanyi x H. bradei, H. briegeri or H. cinnabarina (Fig. 3.2 A-
C); H. liliputana x H. crispata (Fig. 3.2 D); and H. rupestris X H. angereri, H. bradei, H.
briegeri, H. cinnabarina, H. esalqueana, H. ghillanyi (Fig. 3.3 A-F).

Phylogenetics and Molecular dating insights

Combination between phylogenetic and molecular clock trees (Fig. 4) revealed a diploid
chromosome number (2n=2x=40) is a plesiomorphic condition in Hoffmanseggella and its
ancestral related genera, such Dungsia and Hadrolaelia. In contrast, species with ploidy level
higher than diploid state (2n=40) occur only in more recent lineages (Fig. 4) distributed in the
central region of Espinhaco Range (Fig. 2), where the most synchronopatric species occur (Fig.
3). Polyploid species (3x, 4x) arose in late Pliocene-early Pleistocene boundaries (between 1.9-
1.4 Myr), in isolated and independent events in the evolutive history of Hoffmannseggella (Fig.

2).
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Discussion
Chromosome counts and ploidy level

In Hoffmannseggella chromosome numbers were previously known for only ten species
(Blumenschein, 1960). Costa (2006) determined the chromosome numbers for seven more
species. The chromosome data here obtained plus those previously recorded by Blumenschein
(1960) and Costa (2006) totalize an amount of 24 species and three hybrids with known
chromosome number in Hoffmannseggella. Our data has increased this number to 24 species
(64% of the known species), and included three natural hybrids for the first time. Numbers for
eight species studied here (19 % of total) are new counts, with 2n=40. All obtained data
corroborate the basic chromosome number, x=20, previously pointed out by Blumenschein

(1960), except for 2n=44 in H. viridiflora (Costa, 2006; Verola & Semir, 2007).

The chromosome number of 2n=40 for two different populations, not sampled by Costa
(2006) were obtained for H. cinnabarina, H. crispata and H. fournieri, which reinforces the
karyological stability of these species. Sixteen species and two hybrids are exclusively diploids
(2n=2x=40) and one species and one hybrid are triploids (2n=3x=60) (Table 2). Only
H. viridiflora was dysploid, with 2n=44 (Table 2). Five species were considered as polyploid

series.

Three different cytotypes (2x, 3x and 4x) occurred in H. briegeri, H. caulescens, H.
ghillanyi and H. rupestris, while two cytotypes (2x and 3x) occurred only in H. liliputana (Table
2). Blumenschein (1960) found polyploid series (2x, 3x and 4x) in H. briegeri, H. ghillanyi
(misidentified as Laelia longipes Reich. f.) and H. rupestris. Diploid and triploid cytotypes were
registered for H. liliputana by Costa (2006). The last author confirms the occurrence of three
cytotypes (2x, 3x and 4x) in H. rupestris, also recorded by Blumenschein (1960). We found
diploid and tetraploid cytotypes in two additional populations (pop! and pop2) of H. rupestris not
sampled by Costa (2006) (Table 2). Occurrence of polyploid series (2x, 3x and 4x) were here
registered in H. caulescens for the first time, while Blumeschein (1960) has found only tetraploid

individuals for this species (addressed as Laelia crispilabia A. Rich.).
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Geographic distribution of ploidy levels and flowering phenology
Polyploid series formation

Natural hybrids between H. rupestris and syncronopatric species have been described,
such as: H. xcristinae F.E.L. Miranda & K.G. Lacerda (H. rupestris x H. briegeri),
H. xzaslawskiana Chiron & V.P. Castro (H. rupestris x H. briegeri), H. xraganii F.E.L. Miranda
& K.G. Lacerda (H. rupestris x H. bradei), H. xcipoensis (Pabst) V.P. Castro & Chiron
(H. rupestris x H. ghillanyi), H. xhybrid 1 and H. xhybrid 2 (H. rupestris x H. angereri) in this

work.

Some hypothesis could be addressed to explain the occurrence of cytotypes in
Hoffmannseggella species. First those tetraploid cytotypes were previously established
(autopolyploids), and contacted with diploid populations generating the triploid cytotype. Second,
that tetraploid cytotypes of different species that present polyploid series stay in contact forming
allotetraploids by hybridization. The last explanation is that some diploid synchronopatric species
were crossed generating a diploid hybrid, stabilized by posterior polyploidy (allotetraploids),
forming a hybrid system where segmental allopolyploids interbreed freely and recurrently with
diploid parental lineages, generating triploids in the contact zones. Probably the species that form
those polyploid complexes such as H. rupestris and others are hybrids, which is in accordance to
meiosis abnormalities typical of hybrid species — principally chromosomes laggard, presence of
multivalent and microcytes formation (Stace, 2000; Ramsey & Schemske, 1998), as observed in
individuals of H. bradei (Costa, 2006), H. briegeri (Blumenschein, 1960; Costa, 2006), H.
ghillanyi (Blumenschein, 1960), H. liliputana (Costa, 2006) and H. rupestris (Blumenschein,
1960; Costa, 2006), independently of ploidy level.

Another process could have occurred in H. caulescens, where exclusively tetraploid
populations are found in the Northern limit of distribution, complete polyploid series (2x, 3x and
4x) found in the central distribution area and the triploid and tetraploid cytotypes found in the
southern distribution limit. Ramsey & Schemske (1998) call attention at the importance of
unreduced gametes in the triploid cytotypes formation, and their importance in the establishment
of tetraploid cytotype via triploid bridge. In this case, some explanations can be achieved to
explain cytotype formation in H. caulescens. Triploid formation by the union of reduced (n) plus

unreduced (2n) gametes and tetraploid formation by backcrossing between triploid and diploid
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parents. Another possibility consists of homoploid hybridation between two diploid and
syncronopatric species, followed by polyploidy. Only H. endsfeldzii is diploid, and has a
distribution and flowering superposed with H. caulescens where a polyploid complex exists. In
fact H.xfeldmanniana F.E.L.Miranda & K.G. Lacerda is described as a natural hybrid between H.
pabstii F.E.L. Miranda & K.G. Lacerda (assumed here to be a synonym of H. caulescens) and H.
endsfeldzii. In this case, the most likely is that H. caulescens cytotypes arise from autopoliploidy,
in accordance with regular meiosis observed in diploid and tetraploid individuals (not presented

here), where bivalents occur.

Another explanation would be that diploid cytotype in H. caulescens was eliminated from
populations in the extremes of distribution, where only polyploid cytotypes remain today. In fact
H. caulescens circumscribes a great diversity of morphological and floral features, distributed
continuously across its natural geographic range. Maybe this complex called H. caulescens
represents more than one species. Pure polyploid populations of H. caulescens, with 2n=80
chromosomes are distributed only in the extremes of distribution, occurring exclusively in areas
with particular soil or stone types, called in Brazil as “canga”, that represent a kind of ironstone
outcrops in central areas of Espinhaco range in Minas Gerais. Besides the occurrence of this
ecotype in a specific soil it also presents specific morphological features, like smaller leaf and
floral stalk, recurved labelum and only three flowers per inflorescence. These characteristics
contrasting with its Southern diploid relatives that occur in sandstone rocks are twice as big and
with more than seven flowers per inflorescence. Before the nomenclatural review proposed by
van den Berg & Chase (2000) and Chiron & Castro Neto (2002) that circumscribes this ecotype
under H. caulescens it was called Laelia crispilabia A. Rich., and today the different attributes
observed in this ecotype would make possible to reestablish this entity under the epithet

crispilabia, leaving the name H. caulescens only to the Southern populations.

The last mechanism observed in this work, concerns homoploid hybrid lineages (H.
xhybrid 1 and H. xhybrid 2) formed by crossing between two different diploid species (H.
rupestris X H. angereri). Diploid hybrids presented different viability in the seed set in self
pollination treatments; H. xhybrid 1 is totally sterile, while H. xhybrid 2 showed 60% of seed
viability. In backcrosses with their parents, sterile hybrid (H. xhybrid 1) rescued partially its
fertility in 40% as pollen receptor and in 60% as pollen donor. On the other side, when the viable
hybrid (H. xhybrid 2) was backcrossed with either parent it presented 80% of seed viability in
crosses with H. rupestris and 40% with H. angereri. Blumenschein (1960) and Costa (2006)
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called attention to variations observed in populations of H. rupestris, and concluded that
continuous dissimilarities in floral and vegetative attributes are consequence of recurrent
hybridation events. This continuous dissimilarity was observed in the mixed populations where
examined homoploid hybrids were collected, including variations in both the diploid putative
parentals H. angereri and H. rupestris. Variation in seed viability observed in the hybrids, when
self pollinating or backcrossing with one of their parental species could explain at least partially,
the complexity in breeding systems that can be seen in natural natural populations of
Hoffmannseggella. Because of the unspecific pollinators and overlapping in flowering of the
different species, natural hybrids may be formed. These hybrids, when established in a natural
populations, can then continuously backcrossed with their parents. The resulting introgression
can give rise to a whole range of morphological and fertility variation as the ones observed in the

populations.

Polyploidy and its effects in breeding systems

According to Ramsey & Schemske (1998) two stages are critical for polyploid evolution,
formation and establishment. The experimental hand-pollination treatments realised by Verola &
Semir (unpublished — see Chapter 4) to access predominant breeding systems of
Hoffmannseggella species, revealed that the majority of then are allogamous. The magnitude of
inbreeding depression in self-pollination experiments in diploid cytotypes (3.6% of seed
viability) is higher severe than in mixed or tetraploid (42.9% of seed viability) populations
(polyploid species). These reproductive characteristics of Hoffmannseggella increase the

potential formation of polyploid lineages in natural conditions.

Many polyploid plant species appear to rely on autogamous fertilization, while their
proposed diploid parents are often allogamous, suggesting a causal link between polyploidy and
autogamy (Stebbins, 1950; Thompson & Lumaret, 1992). In Hoffmannseggella polyploid species
and small isolated populations show low rates of autogamy achieved by self-pollination
mechanisms (Verola & Semir, unpublished — see Chapters 3 and 4). These characteristics lead us
to suggest that autogamy occurrence in polyploid Hoffmannseggella species is an adaptative

condition to promote establishment and fixation of polyploid colonizing population lineages.

Polyploids can show novel phenotypes, ecological diversification, and new niche

invasion, and polyploidy is a prominent mechanism of speciation (Otto & Whitton, 2000).

160



Polyploids have a state of fixed heterozygosity that provides a vast reservoir of new alleles for
selection, mutation, and gene evolution (Adams, 2007). The consequences of polyploidy on gene
and genome evolution and gene expression have been investigated extensively in plants in recent

years (Adams, 2007).

The effects of chromosome doubling on the magnitude of inbreeding depression will have
important implications for the evolution of polyploidy (Stebbins, 1971; Grant, 1981). Current
models of the evolutionary dynamics of polyploids indicate that the circumstances favoring a
polyploid in a diploid population, or favoring mixed cytotypes, are quite restrictive but will
depend, in part, on the relative differences in fertility and viability between cytotypes (Felber,
1991; Rodriguez, 1996; Rausch & Morgan, 2005). Thus, differences in inbreeding depression
among cytotypes may influence the opportunities to the evolution of polyploidy in
Hoffmannseggella. Furthermore, differences in inbreeding depression may alter the outcome of
selection on self-fertilizing genotypes and thereby affect the direction and rate of mating system

evolution in related cytotypes.

Currently, interest in inbreeding depression is widespread because of its role in the
evolution of reproductive systems in natural populations and its potential importance in
conservation biology (Husband & Schemske, 1996, 1997). There are two prevailing genetic
models of inbreeding depression: partial dominance and overdominance (Charlesworth &
Charlesworth, 1987). Under the partial dominance model, individuals possess a number of
deleterious mutations that are recessive or partially recessive; inbreeding depression is caused by
the increased frequency of recessive homozygotes due to inbreeding. In this way, diploid species
tend to express deleterious mutations when self-crossed or crossed with genetically relatives, as
observed in Hoffimannseggella species. On the other hand, polyploids have doubled chromosomes
and multiple copies of the same gene. In consequence, copies carrying deleterious mutations

(significant only in homozigozity) are rarely expressed, and inbreeding effects buffered.

The observed differences in expression of inbreeding depression between diploid and
tetraploid Hoffmannseggella species may have important implications for the evolution of
polyploidy in natural populations. Theoretical studies (Felber, 1991; Rodriguez, 1996; Rausch &
Morgan, 2005) indicate that the establishment of a polyploid in a diploid population is unlikely,
but its probability would be enhanced if the fitness of polyploids greatly exceeds that of diploids.
Characteristics of tetraploids observed in Hoffimannseggella species that may confer a fitness

advantage over diploids include lower inbreeding depression, self-pollination mechanisms and
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consequent higher fruit/seed set. In artificial self-pollination experiments, a tendency was
observed; species with polyploid series (i.e. H. rupestris, H. ghillanyi, H. liliputana, H.
caulescens and H. briegeri) or populations with triploid/tetraploid individuals (mixed
populations) have higher levels of seed viability (42.9%) than diploid ones (3.6%) (i.e. H.
angereri, H. crispata, H. endsfeldzii, H. fournieri, H. gracilis, H. longipes) (see Chapter 4). In
these terms, polyploidy and hybridation would be considered important adaptive mechanisms

promoting diversity in recent lineages of Hoffmannseggella.

Phylogenetics and Molecular dating insights

Combined tree obtained from phylogeny and molecular clock methodologies (Verola et
al., unpublished — see Chapter 2), indicate that ancestral lineages in Laeliinae are diploid 2n=40,
confirming the basic number n=20 to this subtribe proposed previously by Blumeschein (1960).
Diploid chromosome (2n=40) number is a plesiomorphic character in this group, but can be
maintained in recent lineages too. In opposition, polyploidy (2n=60 or 80) is a recent innovation
and arose independently at least eight times in the evolutive history of Hoffmannseggella. In
these way, polyploid species are not clustered and do not represent a specific species group. In
spite of the absence of some species in the molecular dating tree, such as H. conceicionensis, H.
endsfeldzii, H. fournieri, H. gracilis, H. kautskyana, H. verboonenii and H. viridiflora the
appreciation of the results on evolution of polyploidy in Hoffimannseggella is not compromised

because these species are diploid.

Rather than isolated species, Stebbins (1971) considered the polyploid complexes as
evolutionary units, and proposed its classification in accordance with maturity status, where
initial or young phase are called neopolyploids (polyploids of more recent origin), and declining
and relictual paleopolyploids (ancient polyploids without close diploid relatives). In these terms,
polyploid species in Hoffmannseggella would be considered neopolyploids given their recent

origin and establishment.

One species, H. gloedeniana, represents the older polyploid lineage. This species is the
most distinct among congenerics and shows some intermediary attributes, similar to Hadrolaelia
in vegetative structure and closer to Hoffmannseggella in floral morphology. Pabst & Dungs
(1975) have described interespecific hybrids between Hadrolaelia and Hoffmannseggella. Maybe

H. gloedeniana represent an ancestral hybrid lineage between different genera, reinforced by
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paraphyly among Hadrolaelia and Hoffmannseggella, but this suggestion needs to be

investigated.

Another and more probable possibility is that H. gloedeniana was formed by union of a
non reduced (2n) and a reduced gamete (n) of diploid ancestral species. Unreduced gametes are
believed to be the most important mechanism of polyploid formation, being observed in hybrid
and non-hybrid species (Ramsey & Schemsk, 1998). Triploids are frequently characterized as
sterile and unviable (Ramsey & Schemske, 1998). The triploid nature of H. gloedeniana, allied to
its perennial habit and its pronounced microendemism, reinforces the idea that triploids can be
maintained reproductively isolated in natural conditions for a long time through vegetative

reproduction.

Phytogeographic scenario in the Hoffmannseggella evolution

The evolutionary history of south-eastern (Espinhaco Range - MG and High Rock crops
— ES, RJ) and north-eastern (Chapada Diamantina - BA) Brazilian mountains points clearly to
allopatry (and consequent vicariance) as a primary mechanism for species differentiation, driven
by the fragmented nature of high altitude vegetations (Beling, 2002; Safford, 2007; Pirani et al.,
1994; Alves & Kolbec, 1994). High altitude vegetational formations of south-eastern Brazil has
been deeply influenced by repeated cooling episodes beginning in the late Tertiary, turning more
frequent in Quaternary (mainly in Pleistocene) causing several expansion-retraction of open

habitat vegetation (Beling, 2002; Safford, 2007; Pirani et al., 1994; Alves and Kolbec, 1994).

Hoffmannseggella species experienced these events and in wet and hottest periods the
population confinement (vicariance) and posterior contact (hybridization) has generated the great
endemism (47% of species are micro-endemic) (see Chapter 1). In favourable periods (dry/cool)
the open habitats expanded and the differentiated diploid populations came into contact again and
hybridized, giving origin to polyploid, self-compatible species. This process, called ‘secondary
contact model’ was proposed by Stebbins (1984, 1985) and may be extended to explain the
frequent association among polyploidy, self-compatibility and current patterns of distribution in
Hoffmannseggella species. Extensive polyploidization attributed to cyclic population
fragmentation and expansion during the Pleistocene has been documented in several genera,

including Cerastium, Draba, Parnassia, Saxifraga, Vaccinium, Senecio (Abbott & Brochmann,
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2003; Brochmann et al., 2004; Guggisberg et al., 2006; Suda et al., 2007) and the orchid genus
Dactylorhiza (Pedersen, 2006; Hédren et al., 2007).

Unreliability of pollinators and/or shifts in pollinator faunas associated with Pleistocene
climate cycles might have provided the selective forces that favoured the establishment of the

newly formed self-compatible polyploid Hoffmannseggella species.

Polyploids are known by their higher ability to recolonize new open areas, when
compared with their diploid and allogamous parents (Stebbins, 1957). The present distribution of
Hoffmannseggella is complex, and is composed by four principal geographic subsets of species
clustering (Verola et al. unpublished — Chapter 1) that don’t reflect phylogenetic relationship,
corroborating the hypothesis of multiple events of colonization and speciation by vicariance
linked with Plio-Pleistocene climatic fluctuations. The most convincing explanation for high
frequency of poliploids and hybrids in Hoffmannseggella in the centre of the geographic
distribution of the genus is that this area represents the meeting point of previously isolated

species followed by hybridizing and polyploidy events.
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Table 1. Species and populations analyzed and details of voucher specimens. States: BA: Bahia, ES: Espirito Santo, MG: Minas Gerais, RJ: Rio de Janeiro; 2n: somatic

chromosome number.

Species / Population 2n Voucher details: State, Municipality, collector
H. bahiensis (Schltr.) H. G. Jones 40 BA, Rio de Contas, C.F.Verola & I.R.Costa 32/07 (UEC)
H. caulescens (Lindl.) H.G.Jones (pop1) 60, 80 MG, Carrancas, C.F.Verola 0038 (UEC)
(pop2) 40, 60, 80 MG, Ttutinga, C.F.Verola & C. Urbanetz 0039 (UEC)
(pop3) 80 MG, Sao Jodo del Rey, C.F.Verola & C. Urbanetz 0042 (UEC)
(pop 4) 80 MG, Santa Cruz de Minas, C.F.Verola & C. Urbanetz 0044 (UEC)
(popS) 80 MG, Brumandinho, C.F.Verola & A.F.Verola 0063B (UEC)
H. cinnabarina (Batem. ex. Lindl.) H. G. Jones (pop1) 40 RJ, Lumiar, C.F.Verola et al. s/n° (UEC)
(pop2) 40 ES, Santa Teresa, C.F.Verola et al. s/n° (UEC)
H. conceicionensis V. P. Castro & Campacci 40 MG, Concei¢do do Mato Dentro, donated material from species typus
H. crispata (Thunb.) H. G. Jones (pop1) 40 MG, Conceicdo do Ibitipoca, C.F.Verola 0045 (UEC)
(pop2) 40 MG, Brumadinho, C.F.Verola & A.F.Verola s/n° (UEC)
H. endsfeldzii (Pabst) V. P. Castro & Chiron 40 MG, Itutinga, C.F.Verola et al. 0123
H. fournieri (Cogn.) V. P. Castro & Chiron (popl) 40 MG, Lavras Novas, C.F.Verola et al. 0004 (UEC)
(pop2) 40 MG, Catas Altas, C.F.Verola 0070 (UEC)
H. gloedeniana (Hoehne) V. P. Castro & Chiron 60 ES, Voucher n° 27100 (Orquidario do Estado)
H. gracilis (Pabst) V. P. Castro & Chiron 40 MG, Conceig¢do do Mato Dentro, C.F.Verola & I.R.Costa s/n° (UEC)
H. kautzkyiana V. P. Castro & Chiron 40 Donated by V. P. Castro.
H. rupestris (Lindl.) V. P. Castro & Chiron (pop1) 80 MG, Joaquim Felicio, C.F.Verola et al. 0129 (UEC)
(pop2) 40 MG, Itacambira, C.F.Verola et al. 0002 (UEC)
H. verboonenii (F.E.L. Miranda) V. P. Castro & Chiron 40 MG, Diamantina, F. E. Miranda 1386 (HB)
H. xbritoi K. G. Lacerda & V. P. Castro 60 MG, Itacambira, K. G. Lacerda 122 (BHCB)
H. xhybrid 1 (H. rupestris x H. angereri) 40 MG, Diamantina, C.F.Verola s/n°
H.x hybrid 2 (H. rupestris X H. angereri) 40 MG, Diamantina, C.F.Verola s/n°
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Table 2. Somatic chromosome numbers (2n) and ploidy level (x) in Hoffimannseggella species. *= first counts for the species.

Chromosome number

Species (2n) and ploidy level (x) References
H. angereri (Pabst) V. P. Castro & Chiron 40 (2x) Costa 2006
H. bahiensis (Schlitr.) H. G. Jones* 40 (2x) This work
H. bradei (Pabst) V. P. Castro & Chiron 40 (2x) Costa 2006
H. briegeri (Blumesch. ex. Pabst) V. P. Castro & Chiron 40 (2x), 60 (3x), 80 (4x) Blumenschein 1960; Costa 2006
H. caulescens (Lindl.) H.G.Jones 40 (2x), 60 (3x), 80 (4x) Blumenschein 1960 (as Laelia crispilabia A. Rich. 2n=80); This
work
H. cinnabarina (Batem. ex. Lindl.) H. G. Jones 40 (2x) Blumenschein 1960; This work
H. conceicionensis V. P. Castro & Campacci* 40 (2x) This work
H. crispata (Thunb.) H. G. Jones 40 (2x) Blumenschein 1960; Costa 2006; This work
H. endsfeldzii (Pabst) V. P. Castro & Chiron* 40 (2x) This work
H. esalqueana (Blumensch. ex Pabst) V. P. Castro & Chiron 40 (2x) Blumenschein 1960
H. fournieri (Cogn.) V. P. Castro & Chiron 40 (2x) Blumenschein 1960; This work
H. ghillanyi (Pabst) H. G. Jones 40 (2x), 60 (3x), 80 (4x) Blumeschein 1960 (as Laelia longipes Reich. f.)
H. gloedeniana (Hoehne) V. P. Castro & Chiron* 60 (3x) This work
H. gracilis (Pabst) V. P. Castro & Chiron* 40 (2x) This work
H. kautskyiana V. P. Castro & Chiron* 40 (2x) This work
H. liliputana (Pabst) H. G. Jones 40 (2x), 60 (3x) Costa 2006
H. longipes (Rchb. f.) V. P. Castro & Chiron 40 (2x) Blumenschein 1960 (as Laelia ostermayerii Hoehne)
H. milleri (Blumesch. ex. Pabst) V. P. Castro & Chiron 40 (2x) Blumenschein 1960
H. mixta (Hoehne) V. P. Castro & Chiron 40 (2x) Blumenschein 1960
H. rupestris (Lindl.) V. P. Castro & Chiron 40 (2x), 60 (3x), 80 (4x) Blumenschein 1960; Costa 2006; This work
H. sanguiloba (Withner) V. P. Castro & Chiron 40 (2x) Costa 2006 (as H. cinnabarina)
H. tereticaulis (Hoehne) H. G. Jones 80 (4x) Blumenschein 1960
H. verboonenii (F.E.L. Miranda) V. P. Castro & Chiron* 40 (2x) This work
H. viridiflora Verola & Semir 44 2x + 4) Costa 2006
H. xbritoi K. G. Lacerda & V. P. Castro* 60 (3x) This work
H. xhybrid 1* 40 (2x) This work
H. xhybrid 2 * 40 (2x) This work
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Figure 1. Mitotic metaphases in Hoffmannseggella species. (A) H. bahiensis, 2n=40; (B)
H. caulescens (pop2), 2n=60; (C) H. caulescens (pop4), 2n=80; (D) H. cinnabarina
(popl), 2n=40; (E) H. cinnabarina (pop2), 2n=40; (F) H. crispata (pop2), 2n=40;
(G) H. endsfeldzii, 2n=40; (H) H. fournieri (popl), 2n=40; (1) H. fournieri (pop2), 2n=40;
(J) H. rupestris (popl), 2n=80; (K) H. xhybrid 1, 2n=40; (L) H. xhybrid 2, 2n=40 and
(M) H. xbritoi, 2n=40. Barra: 10um
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Figure 2. Geographic distribution of ploidy levels in species of Hoffmannseggella. (e) for
exclusive diploid (2n=2x=40), (A) exclusive triploid (2n=3x=60), (O0) exclusive tetraploid
(2n=4x=80) and (©) exclusive disploid (2n=44) species. The simbol (+) mark the ocurrence
of species with polyploid series (for details see Tables 1 and 2).
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Figure 3.1. Distribution of sympatric species. (A) Hoffmannseggella briegeri () x H.
angereri (+); (B) H. briegeri (o) x H. bradei (+); (C) H. briegeri () x H. cinnabarina
(+); (D) H. briegeri (o) x H. esalqueana (+); (E) H. briegeri () x H. rupestris (+) and
(F) H. caulescens (o) x H. endsfeldzii (+).
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Figure 3.2. Distribution of sympatric species. (A) Hoffmannseggella ghillanyi (o) x
H. bradei (+); (B) H. ghillanyi (o) x H. briegeri (+); (C) H. ghillanyi (o) x H.
cinnabarina (+) and (D) H. liliputana (0) x H. crispata (+).

173



Figure 3.3. Distribution of sympatric species. (A) Hoffmannseggella rupestris (o) x H.
angereri (+); (B) H. rupestris (0) x H. bradei (+); (C) H. rupestris (0) X H. briegeri (+);
(D) H. rupestris (©) x H. cinnabarina (+); (E) H. rupestris (0) x H. esalqueana (+) and
(F) H. rupestris (o) x H. ghillanyi (+).
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CAPITULO 6

Hoffmannseggella viridiflora (Orchidaceae, Laeliinae), a New Species
from Brazilian Campos Rupestres
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Apstract. The species of the Brazilian genus
Hoffmannseggella H. G. Jones (Orchidaceae, Laelii-
nae) are under investigation as parl of a biosystematic
study. A new species, I vinidiflora Verola & Semir, is
recognized by differences in morphological charac-
ters, such as the spatulate petals and reduced lip, the
greenish vellow coloration of the perianth, and the
chromosome number, 2n = 44, Ttx relationship with
n]r_mﬁ]y related taxa, such as 1. bradei (Pnhs:t} YV-P
Castro & Chiron, is discussed.

Resuno, As espécies de Hoffmannseggella H. G.
Jones (Orchidaceae, Laeliinae). um género exclusiva
mente brasileiro, estdo sendo investigadas como parte
de um estudo biossistemdtico. A nova espécie, H.
wiridiffora Verola & Semir, pode zer reconhecida par
caracteres diagndsticos como pétalas espatuladas.
labelo reduzido, coloragio amarclo esverdeado do
perianto e o niimero cromosstmico de 2n = 44, Sna
relagio com espéeies proximas como I bradet (Pabst)
V. P. Castro & Chiron é discutida.

Key words: Brazil, cytotaxonomy, Hoffinannseg
gella, Laeliinae, morphology. Orchidaceae, taxonomy.

Th(: Nl:ﬂl"}[lll[:ﬂl lJr(:Ilil] g(:nm-t Hld?‘”ﬁﬂﬂ.ﬂ.\'ﬁggﬁflﬂ. H‘
G. Jones is a member of the subfamily Epidendroideae
Kosteletzky. subtribe Laeliinae Bentham. [t is one of
the most ornamental genera within this subtribe and i=
dizgtributed only in the Brazilian campos rupestres of
Minas Gerais, Rio de laneiro, Espirito Santo, and
Bahia states. Southeastern Brazil, cspecially Minas
Cerais, represents the main center of diversity for
plants characteristic of campos rupestres (Harley.
1995;  Semir, 1991), including Htﬂnuumje:ggeﬁn.
(Blumenschein, 1960a, b). Chiron and Castro (2002)
recognized 32 species in the genus, but the number
has now increased 1o 42 (Castro & Chiron, 2003;

Miranda & Lacerda, 2003; Mota et al., 2003;
Campacel, 2005; Chiron & Castro, 2005; Lacerda &
Castro, 2005; Miranda, 2005), including 1. viridj
Verola & Semir. Hoffmannseggella is a taxonomically
difficult genus because of the morphological plasticity
of species and oceurrence of hybridization (Blu-
menschein, 1960a, b; Van den Berg et al., 2000}, and
previous generic and  specific treatments are in
conflict (Schlechter, 1917; Jones, 1968: Pabst &
Dungs, 1975; Withner, 1990; Van den Berg & Chase,
2000; Van den Berg et al., 2000; Chiron & Castro,
2002; Van den Berg, 2003).

The range of morphological variation within Hoff-
mannseggella, including hybrids and closely similar
species, can lead to difliculties in specific classifica-
tion and identification. Variation occurs in both
vegetative and floral morphology, such as the shape
and size of the psendobulb and the size of leaf, stalk,
and pedicel. Floral colors are variable among and
within species, including pink, red, orange, yellow,
white. and combinations. Perianth characters, such as
the shﬂpr: and ornamentation of the ]i}lH and lr_lhr.ﬁ, ares
associated with other characters (e.g., color and stalk
sizic} and are therefore more diagnostic (Schlechter,
1917; Pabst & Dungs, 1975; Withner, 1990}, Other
evidence, including eytogenetics, has been uzeful bath
in the delimitation of species and in evolution studies
in Hoffinanseggella (Blumenschein, 19604, b).

The new species Hoffmannseggella wviridiflora is
here described and illustrated. It can be distinguished
from all other species by its greenish yellow flowers.
which are the smallest in the genus, together with its
apical undulate petals and erect perianth parts.

Materiar ano MemHons

Individuals of Haffmannseggella viridiflora and H.
hradei (Pabst) V. P. Castro & Chiron were eollected

Novon 17: 125-129, PueLisHED ov 23 ApriL 2007,
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from synchronopatric natural populations in Diaman
tina City, in southeastern Brazil. The plants were
maintained in the greenhouse of the Genetic and
Evolution Department of the Universidade Estacdual
de Campinas, 530 Paulo State. Specimens from the
TEC herbarium, as well as those from BHCB, ESA,
LSAL, HB, HXBH, MBML, R, RB, 5P, and SPI', were

examined.

Hoffmannseggella viridiflora Verola & Semir, =p.
nov. TYPE: Brazil. Minas Cerais: Diamantina.
Conselheiro Mata road, 43%42'W, 18°12'S,
1100 m, 14 Aug. 2003, €. F. Verola & M. E.
Mansanares s.n. [flowered under cultivation, 12

Dec. 2003] (holotype, UEC 139238). Figure 1.

Haec species Hoffimannseggellae viridiflorae, I. bradei, H.
itambanas (Pahst) V. P. Castro & Chiron, H. werboonenii
(Miranda) V. P. Castro & Chiron ot H  esalqueanae
(Blumenschein ex Pabst) V. P. Castro & Chiron affinis sed
floribus viride-flavescentibus, sepalis et labello patentibus
hrevioribus, petalis spathulatis brevioribus apice undulata,
labelli lobo mediano curvato differt.

Pl.:rL'.HI]iH.l rl.lI.IiL‘.OlULlS ilL‘l’}J; roolz EHSL‘-iCI.lla{L',, L')’lif]'
drical, 2.3-3.5 mm; pseudobulbs 41-50 mm, green, 1
or 2 intemnodes, clavate. basal portion 9-11.3 mm
wide to 4.5-5 mm at apex with 2 translucent green,
('.[_'I"ll}rl:HHf:d H!H'.ﬂl}iﬂ. l-»(‘.ﬂr Sl'.HHﬂL'-. ]H”l'.{'-U]ﬂll‘.‘ dﬂrk
green with purple spots in margins and the abaxial
side, 4548 X% 9.5-11.5 mm, smooth, coriaceous,
('.I_'I”dllll][[:ﬁl.(:, Hnrﬂy T('.n[‘.xl‘.l]; Hp?lljll'. Im]l: grl'.l‘.”,
asymmetric, oblanceolate, 22-25 X 3.6 mm,
fattened, =oftly ventricose on adaxial side. Inflores-
cence apical. racemiform, stalk 9.1-10em, 0.7
1.9 mm diam., erect, rigid, dark green with purple
and cream spots, 1 or 2 sterile bracts 3.4-4.2 mm,
green, acuminate; raceme 50-55.6 mm, 3- to 5
flowered, erect, rachis green with purple spots, erect:
floral bracts translucent, green, triangular, 3.1-4 X
2.5-3.1 mm, persistent, acuminate; pedicel + avary
23-25 mm, light green, cylindrical. Dorsal  sepal
brownish yellow adaxially, greenish yellow abaxially,
suberect, oblanceolate, 10-10.6 > 3.2-3.7 mm,
CONcave, ﬂ[:lllll[nﬁll:; ]Hlllrﬁ] Hl‘.[l?l]H grl‘.l‘.ﬂiﬂh }'l‘.]](_'l“'?
erect, oblique, oblanceclate, 9.5 X 3-3.2 mm,
slightly concave, acuminate; petals light greenish
yellow, erect, spatulate, 9.5-9.9 X 3.0-4 mm,
apically undulate; lip light greenish vellow, erect,
trilobate, 6.7-7 * 7.4-7.6 mm, lateral lobes obovate,
6-6.3 X 3-3.2 mm, apex obtuse. tube shaped and
embracing the column, frontal lobe suborbicular, 2.2—
2.5 X 22-25 mm, slightly curved, dise with 4
inconspicuous parallel keels, yellow ochre; column
greenish vellow, subeylindrical, slender, curved, 5.8-

6.9 ¥ 2-2.3 mm, subtriangular in transversal

section; stigmatic surface deep, subtriangular, 1.4
1.6 mm, separated from the anther by a flexible,
VISCOoUs Hll{.! |'['|l'.['['|}lrﬁf”_l'|])'! rLIHIl:]]IIT]’]; Hfllll(:l' \'a'il.li 8
cavities, pale vellow, pollinia 8, yellow, dimorphic
with 4 smaller. Capsule sulcate, 25-30 X 10—
15 mm, delimiting carpels: seeds pale yellow, di
minutive,

E.Eynmlugy, The r:pil}u:l. refers 1o the gn‘.(:nixh
vellow color of the perianth of the new species.

Hoffmannseggella viridiflora was collected without
flowers from the natural population and cultivated into
flower. At first glance, we believed this to be
a specimen of H. bradel because of the high intra-
specific morphological variation and plasticity shown
between natural populations of this species. However,
comparison of this plant with other closely related
Hp:'.l'.i{:ﬂ shows that it iz a now x[n:(:ir:s, related 1o the
vellow flawered species of the Diamantina region such
as H bradei, H esalqueana, H. itambana, and H.
verboonenii. The new species is closely related to the
members of the section Esalqueanae (Withner, 1990
that include small plants with short stalks and yellow
ﬂﬂ’wcrﬁ.

Haoffmannseggella viridiflora flowers in synchrono
patry with H. bradei. and in this respeet it could be
a morphological variant of thiz species. However, their
chromosome numbers are different: [f. brader has 2n
= 40, whereas H. wiridiflors has 2n = 44 (Costa,
2006). Hoffmannseggella esalqueana has chromosome
number 2n = 40 (Blumenschein, 1960b). The
(:ll roOmoO=0ne n l”l’llﬂ:r counl= r[.'IT ﬂl.ll[‘.r r(:]ﬂr.l'-d Hll(‘.{fi(:ﬂ,
I, itambana and I, verboonenii, are unknown. This
suggests that H. viridiflora may have originated from
H. bradei by aneuploidy (see Costa, 2006). Aneuploid
species are unusual in the genus, where polyploidy
prevails in omore than 50% of the species {Blu-
menschein, 1960a, b). Anenploid complexes were
recorded for populations of H. briegeri (Blumenschein
ex pn.hsi) V. P. Castro & Chiron (Rlumensehﬁin,
1960a) and H. rupestris (Lindley} V. P. Castro &
Chiron (Costa, 2006). Further corroborating  this
probable arigin of Il wiridiflora is the low represen
tation of the new species in the original population.
Only three individuals were observed for the de-
scription, while a few others were unfit to describe,
being oo old or damaged. They oceurred in a mixed
population with 7. bradei and represented about 1%
of the total number of individuals of this population.
Hoffmannseggella viridiflora is endangered because it
grows outside a conservation area, in a pasture field
near the  highway, and iz subjected 0 catle
congestion, occasional fire, and collector action. The
endemic status of this species is suggested based on

our ﬁl‘.h!\'—'ﬂrk lJiIHlfr\‘éﬂ.iﬂl]H Hl'll] ||1:r|mri1:|m SUIVEY.
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Figure 1.
detail. Drawn from the halatype (UEC 139238,

Hoffmannseggella wiridiflora Verola & Semir. —A.L

Additionally, an intensive search and georeferenced
data bank of natural populations do not indicate
another occurrence of this species.

Beyond the cytological evidence, characteristics
such as the greenish yellow flowers, the spatulate
petals, and the erect portion of the perianth singularly
identify this new species. The petals, sepals, and lip
are very reduced in relation to related species
{Table 1), and the erect midlobe of the lip differs
from every other species in the genus due to its
recurved shape. The characteristic features of the new

AAN N

"1 I II\
\ [ /

Hahit. —B. Flower. —C. Column. —D. Dissected perianth

species and the differences between Hoffimannseg-
gella viridiflora and its related species are summa-
rized in Table 1.
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Introduction

In recent molecular studies, the orchid genus Laelia
Lindl. was segregated in two main groups: Laelia (a
Mexican/Central American group), and Sophronitis
Lindl. (a South American group) (van den Berg et al.
2000, van den Berg & Chase 2000). Later, other studies
argued the legitimacy of this classification, suggesting
the segregation of the South American group
(Sophronitis sensu van den Berg ef af. 2000) in four
genera: Hadrolaelia (Schitr.) Chiron & V.P. Castro,
Hoffmannseggella H.G. Jones, Dungsia Chiron &
V.P.Castro, and Microlaelia (Schltr) Chiron &
V.P.Castro (Chiron & Castro 2002).

Hoffimannseggella is one of the most ornamental
genus of subtribus Lacliinae and has been shown to be
monophyletic (van den Berg et a/. 2000). It comprises
exclusively rupicolous species and has a scattered dis-
tribution confined to the High Altitude Rocky
Complexes (Brazilian Campos Rupestres and Campos
de Altitude) (Semir 1991, but see discussion in Benites
2003) of Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo,
and Bahia states. Chiron & Castro (2002) recognized 32
species in the genus, but the number has now increased
to 42 (Castro & Chiron 2003, Chiron & Castro 2005,
Lacerda & Castro 2005, Miranda & Lacerda 2003,
Mota et al. 2003, Campacci 2005, Miranda 2005,
Verola & Semir in press). Species delimitation is prob-
lematic, due to a great polymorphism in floral col-

oration and morphology, and the occurrence of natural
hybrids (Blumenschein 1960a, 1960b, Brieger 1960,
Barros 1990). This study aims at investigating the ecol-
ogy and evolution of Hoffinannseggella, in order to pro-
vide the grounds for a more natural classification of the
genus, and increase the knowledge necessary for the
management and conservation of its species.

Material and methods

A multidisciplinary survey with emphasis on floral
biology, breeding systems, pollination ecology, phy-
logeny, biogeography, and d‘ivcrgence times of 13
species of Hoffmannseggella is being conducted
based on a varying number of populations.

Results and discussion

The majority of Hoffimannseggella species in this
study does not normally produce nectar or floral odors,
but this can vary among populations with fewer than
0.05% of the individuals in some populations with nec-
tar and/or floral odor production). Generally, each
flower lasts seven days on average and the anthesis is
sequential racemose with about 3-7 available flowers
at the same time. The species recorded so far are polli-
nated by small and inconstant Hymenoptera (belonging
predominantly to families Apidae or Halichitidae),
through deceit mechanisms. Bee pollination in
Hoffmannseggella contradicts previous suggestions
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(Brieger 1960a, Dressler 1981) which attribute a
omithophilous (in this case hummingbird) syndrome to
these plants, but is in accordance with general trends in
Laeliinae, where about 60% of species are pollinated
by Hymenoptera (van der Pijl & Dodson 1966). The
pollination by small bees in Hoffinannseggella can be
interpreted as an evolutionary innovation in the sub-
tribe, whereas pollination by large bees represents a
plesiomorphic condition (Borba & Braga 2003, Smidt
et al. 2006). This shift in pollinator type, accompanied
by reduction in floral size and change in coloration pat-
terns, was suggested to have occurred in response to
the colonization of a new habitat, the Campos
Rupestres (Blumeschein 1960a, Brieger 1960, 1961,
1966). Pollinators generally visit a single flower per
inflorescence and the pollination mechanism observed
fits the “gullet type” described by Dressler (1981).
Visits are sporadic and diurnal, and although they may
oceur at any time they seem more frequent during
warmer periods. Despite population isolation and polli-
nator scarcity, many species developed (or retained)
spontaneous self-pollination mechanisms (Luer 1971,
Cattling 1987, Knuth & Loew 1906) as a way to guar-
antee sexual reproduction in adverse situations (Catling
1990). The proportion of individuals with these mecha-
nisms vary, with the highest number being found in
small and isolated populations.

None of the species studied produced fruits through
agamospermy, and fructification rate was generally
low. A low rate of fruit formation has been observed
in other deceptive orchids (Montalvo & Ackerman
1987, Ackerman 1989, Zimerman & Aide 1989) and
can be an adaptation to limited resources (Schemske
1980, Montalvo & Ackerman 1987, Zimerman &
Aide 1989). In these latter studies, species’ survivor
could only be assured by fruit formation with a high
number of seeds (Dressler 1981, 1993).

Breeding systems were observed to vary from self-
incompatibility to self-compatibility, depending on the
species and population. Fructification and seed viabili-
ty can vary considerably among populations of the
same species. Grant (1975) and Lloyd (1979) pointed
out that a great number of species can show mixed
breeding systems, from exclusive selfing to outcross-
ing, including variations of those systems (Barrett ef al.
2000, Lande & Schemscke 1985, Schemscke & Lande
1985). High seed viability was observed in interspecif-
ic crossings, sometimes reaching even higher levels of

LANKESTERIANA 7(1-2), marzo 2007. © Universidad de Costa Rica, 2007,
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viability than in cross-pollination experiments. This
corroborates the hybridization hypothesis proposed by
Blumenschein (1960a, 1960b) and Brieger (1960).
Hybridization between synchronopatric species, poly-
ploidy (Blumenschein 1960a, 1960b, Brieger 1960,
Barros 1990), and disploidy (see Costa 2006 for a dis-
cussion on the same species and populations included
in this work) seem to be the main mechanisms trigger-
ing radiation in the genus.

Estimates of divergence times in Hoffinannseggella,
based on molecular sequence variation, indicate a
recent diversification event. The crown age of the genus
is placed in the Latest Miocene, and the short ages of
several species imply that speciation is still occurring at
a high rate (Verola et al. unpubl. data). A high specia-
tion rate seems correlated with the climate oscillation
that characterized the Pliocene and Pleistocene, causing
the expansion and retraction of open vegetation types
(Ledru 2002, Safford 1999). These events promoted
high allopatric speciation by vicariance during wet peri-
ods, when populations became isolated in the few
patches of open vegetation confined to mountain tops.
As climate became drier, the expansion of open habitats
and establishment of migratory corridors promoted con-
tact between previously isolated species and thus facili-
tated sympatric speciation (mainly hybridization and
polyploidy) (Verola er al. unpubl. data). A similar spe-
ciation mechanism has been proposed by other authors,
such as Alves & Kolbek (1994), Pirani et al. (1994),
and Semir (1991).

Threats and conservation status

Similarly to many other plant groups occurring in
the Brazilian campos rupestres (Giullieti ef al. 2003),
the current status of conservation of the species in
Hoffimannseggella is precarious. The majority of its
species seem to be endangered, as they grow outside
protected areas and are thus subjected to grazing,
fires, illegal collecting, and habitat destruction. As
many as 47% of the species are micro-endemic (with
only one natural population known), and some are
known only from the type collection.

The highest species diversity is found in the state of
Minas Gerais, in the proximities of Belo Horizonte city.
The area is densely populated and comprises a large
number of ore prospection fields. Considering the isola-
tion of the area, its high level of endemicity, and poor
availability of pollinators, coupled with the great anthro-
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pological pressure on natural populations, the popula-
tions occurring in this area appear highly subjected to
stochastic events, which may lead to extinction. We
therefore suggest the delimitation of fifteen new areas
for the conservation of the group’s total diversity. These
areas were designed considering present and future cli-
mate conditions (obtained by the Ecological Modelling
Techniques of Beaumont er al. 2005, Hijmans ef al.
2004, and Hijmans et al. 20035) as well as centers of
endemism (inferred by Parsimony Analysis of
Endemicity; Motrone & Crisci 1995). The suggested
areas lay outside current conservation areas, which
emphasizes the necessity of an immediate establishment.
This study urges for additional works on other taxa char-
acteristic of the Brazilian Campos Rupestres, to better
identify regions of range overlaps and thus increase the
total number of species per conservation area.

ACKNOWLEDGMENTS. The authors would like to thank
IBAMA and IEF for collection permits, Julie Dutilh for
improvements in the manuscript and Jardin Botanico
Lankester, Universidad de Costa Rica, for publishing this
paper. This work was supported by grants from FAPESP
(02/08707-1 and 02/08706-3) and CNPq (471742/03-1).

LITERATURE CITED

Ackerman, J.D. 1989. Limitations to sexual reproduction in
Encyclia krugii (Orchidaceae). Syst. Bot. 14: 101-109.

Alves, RIV & I. Kolbek.1994. Plant species endemism in
savanna vegetation on table mountains (Campo Rupestre) in
Brazil. Vegetatio 113: 125-139.

Barrett, S.C.H., AM. Baker & LK. Jesson. 2000. Matting
strategies in Monocotyledons. Pp. 258-269 in: K.L. Wilson
& D.A. Morrison (eds.). Monocots: Systematics and
Evolution. CSIRO, Melbourne, Australia,

Barros, F. 1990. Diversidade taxondmica ¢ distribui¢do geogra-
fica das Orchidaceae brasileiras. Acta bot. bras. 4: 177-187.
Beaumont, L.J., L. Hughes, & M.Poulsen. 2005, Predicting
species distribution: use of climatic parameters in BIOCLIM
and its impact on predictions of species’ current and future

distributions. Ecol. Model. 186: 250-269.

Benites, V.M., AN. Caiafa, E.S. Mendonca, C.E. Schaefer &
J.C.Ker. 2003. Solos e vegetagao nos complexos rupestres de
altitude da mantiqueira e do espinhago. Floresta e Ambiente.
10 (1): 76-85

Blumenschein, A. 1960a. Estudo sobre a evolugio no sub-
género Cyrtolaelia (Orchidaceae). Livre Docente diss.,
Universidade de Sao Paulo / Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz/Esalq, Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil.

Blumenschein, A. 1960b. Numero de cromossomas de algu-
mas especies de orquideas. Publicagdo Cientifica do
Instituto de Genética, Universidade de Sdo Paulo, Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz™ 1: 34-44.

421

Borba, E.L. & P.LS. Braga. 2003. Reproductive biology of
Pseudolaelia corcovadensis (Orchidaceae): melittophyly
and self-compatibility in a basal Laeliinae. Rev. Bras. Bot.
26: 541-549,

Brieger, F.G. 1960. Contribuigdes para a taxonomia das
orquideas. Publicagdes Cientificas do Instituto de
Genética, Esalg, USP [: 1-31.

Brieger, F.G. 1961. A evolugdo filogenética nos trépicos. Pp.
154-161 in: F.G. Brieger et al. (eds.). Atas do Primeiro
Simpésio Sul Americano de Genética. Cadeira de
Citologia e Genética Geral da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo
Paulo, Piracicaba, Sio Paulo, Brazil.

Brieger, F.G. 1966. Evolugdo filogenética, com referéncia
especial as plantas superiores. Pp. 464-515. in Pavan, C. &
Da Cunha, A.B. eds. Elementos de Genética, Companhia
Editora Nacional & Universidade de Sao Paulo, Sio Paulo,
Brazil. '

Campacci, M.A. 2005. Duas novas espécics de orquideas do
Brasil. Boletim CAOB 57: 24-31.

Castro Neto,V.P & G.R. Chiron. 2003. Une nouvelle especé
d"Hoffimannseggella (Orchidaceae) du Brésil. Richardiana
3(1): 64-68.

Catling, P.M. 1987. Notes on the breeding systems of
Sacoila lanceolata (Aublet) Garay (Orchidaceae). Ann.
Mo. Bot. Gard.74: 58-68.

Catling, P.M. 1990. Auto pollination in Orchidaceae. Pp.
121-158 in: J. Arditti (ed.). Orchid Biology, reviews and
perspectives, V. Timber Press, Portland, U.S.A.

Chiron, G.R. & V.P. Castro Neto. 2002. Révision des
espéces brésiliénnes du genre Laelia Lindley. Richardiana
2:4-28.

Chiron, G.R. & V.P. Castro Neto. 2005. Contribution a la
connaissance des orchiées du Brésil. VI — Une nouvelle
espece de Hoffinannseggella du Minas Gerais (Brésil).
Richardiana 5 (1): 7-14.

Costa, 1.Y. 2006. Citotaxonomia e aspectos evolutivos de espé-
cies de Hoffinannseggella H.G.Jones (Orchidaceae) de cam-
pos rupestres brasileiros. Ph. D. diss., Instituto de Biologia,
Universidade Estadual de Siio Paulo, Campinas, Brazil.

Dressler, R.L. 1981. The orchids: natural history and classifi-
cation. Harvard University Press, Cambridge.

Dressler, R.L. 1993. Phylogeny and classification of the
orchid family. Cambridge University Press, Cambridge.

Giullieti, A.M., R M. Harley, , L.P. Queiroz, , M.G. Wanderley
& C. Van den Berg. 2005. Biodiversidade e conservagio das
plantas no Brasil. Megadiversidade 1 (1): 52-61.

Grant,V. 1975. Genetics of Flowering Plants. Columbia
University Press, New York.

Hijmans, R.J., S.E. Cameron, J.L. Parra, P. G. Jones & A.
Javis. 2004. The WorldClim interpoled global terrestrial cli-
mate surfaces. Version 1.3. http://biogeo.berkeley.edu/world-
clim/worldelim.htm.

Hijmans, R.J., L. Guarino, A. Jarvis, R, O Brien, P. Mathur,
C. Bussink, M. Cruz, 1. Barrantes & E. Rojas. 2005. Diva-

IANKESTERIANA 7¢1-2). marzo 2007. © Universidad de Costa Rica, 2007.

183



422

GIS. Version 5.2. http://www.diva-gis.org/docs/DIV A-
GIS5.manual pdf.

Knuth, P. & E. Loew. 1906. Handbook of flower pollination.
Claredon Press, Oxford.

Lacerda Jr., K.G. & V.P. Castro Neto. 2005. Deux nouveaux
taxons de Hoffmannseggella du Minas Gerais (Bresil).
Richardiana 5 (1): 15-23.

Lande, R. & D.W. Schemske. 1985. The evolution of self-fer-
tilization and inbreeding depression in plants. I. Genetic
models. Evolution 39:24-40,

Ledru, ML.P. 2002, Late Quaternary history and evolution of the
cerrados as revealed by palynological records, Pp. 33-50 in:
P.S. Oliviera & R.J. Marquis (eds.). The cerrados of Brazil.
Columbia University Press, New York, USA.

Lloyd, D.G. 1979. Some reproductive factors affecting the selec-
tion of self-fertilization in plants, Amer. Natur. 113:67-79.

Luer, C.A. 1971. Abnormal development of the anther — a
report of two cases. Florida Orchidist 13: 26-29.

Miranda, F. & Jr,, K.G. Lacerda. 2003. Studies in Brazilian
Laeliinae. Part 1: New species and natural hybrids in
Hoffinannseggella. Orchids 72 (11): 848-857.

Miranda, F. 2005. Studies in Brazilian Laeliinae. Part 2: A new
species in Hoffinannseggella. Orchids 74 (6): 458-461.

Montalvo, AM. & J.D. Ackerman, 1987. Limitations to fiuit
production in Jonopsis utricularioides (Orchidaceae).
Biotropica 19: 24-31.

Morrone, J.J. & J.V. Crisci. 1995, Historical Biogeography:
Introductin to Methods. Annu. Rev. Ecol. Syst, 26: 373-401.

Mota, R.C., P.L. Viana & K.G. Lacerda Jr, 2003.
Hoffmannseggella pendula, une nouvelle espece
d’Orchidaceae du Brésil. Richardiana 4 (1): 1-8.

Pirani, I.R., A M. Giulietti, R. Mello-Silva & M. Meguro.
1994, Checklist and patterns of geographical distribution of

Christiano Franco Verola was born in Brazil in 1977. He
Paulista “Julio de Mesquita Filho™ and received his M. S

3" 10CC PROCEEDINGS

the vegetation of Serra do Ambrdsio, Minas Gerais, Brazil.
Rev. Bras. Bot. 17 (2): 133-147.

Safford, D.S. 1999. Brazilian Paramos I. An introduction to the
physical environment and vegetation of the campos de alti-
tude. I. Biogeogr. 26: 693-712.

Schemske, D.W. & R. Lande. 1985. The evolution of self-fer-
tilization and inbreeding depression in plants, II. Empirical
observations. Evolution 39:41-52.

Schemske, D.W. 1980. Evolution of floral display in the orchid
Brassavola nodosa. Evolution 34: 489493

Semir, J. 1991. Revisdo Taxondmica de Lyehnophora Mart,
(Vemnonieae:Compositae). Ph. D. diss., Instituto de Biologia,
Universidade Estadual de Sio Paulo, Campinas, Brazil.

Smidt, E.C., V. Silva-Pereira & E.L. Borba. 2006.
Reproductive biology of two Cattleya (Orchidaceae) species
endemic to north-eastern Brazil. Plant Species Biology 21:
85-91.

van den Berg, C. & M.W, Chase. 2000. Nomenclatural notes
on Laeliinae - I. Lindleyana 15: 115-119.

van den Berg, C., W.E. Higgins, R.L. Dressler, W.M. Whitten,
M.A.S. Arenas, A. Culham & M.W. Chase. 2000. A phylo-
genetic analysis of Laeliinae (Orchidaceae) based on
sequence data from internal transcribed spaces (ITS) of
nuclear ribosomal DNA. Lindleyana 15: 96-114.

van der Pijl, L. & C.H. Dodson. 1966. Orchid flower: their pol-
lination and evolution. University of Miami Press, Coral
Gables.

Verola, C.F. & J. Semir. 2007. Hoffmannseggella viridiflora
(Orchidaceae. Laeliinae), A New Species from Brazilian
Campos Rupestres. Novon (accepted)

Zimmerman, J K. & T.M. Aide. 1989. Patterns of fruit produc-
tion in a neotropical orchid: pollinator vs. resource limitation.
Amer. J. Bot. 76: 67-73.

graduated in biological sciences at Universidade Fstadual

c. in ecology at Universidade Estadual de Campinas. His

research interests concern breeding systems, floral biology, pollination mechanisms, and pollination ecology in
Bulbophyilum and Hoffmannseggella species (Orchidaceae). He is currently concluding his PhD thesis dealing with

biosystematics studies in Hoffmannseggella species.

Jodo Semir graduated and received his M. Sc. at Universidade de Sdo Paulo. Later he wrote a PhD thesis dealing with
the taxonomy of Lychnophora (Asteraceae). Since then, he has been working with the systematics of several groups
from the Brazilian Campos Rupestres, including the Orchidaceae, Asteraceae, Bignoniaceae, and Melastomataceae.
Today, he is a teacher and researcher at Universidade Estadual de Campinas and is involved in taxonomic projects con-
cerning the Brazilian Flora, such as Flora Fanerogdmica do Estado de Sio Paulo.

Alexandre Antonelli was born in Brazil in 1978, After undergraduate studies in biology at Universidade Estadual de
Campinas and Université de Genéve, Switzerland, he received his M. Sc. in plant systematics at University of
Géteborg, Sweden. He is now working on his PhD thesis concerning the systematics and historical biogeography of

Neotropical plants,

Ingrid Koch graduated in biology at Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. She received her M.Sc.
and PhD in plant biology at Universidade Estadual de Campinas, in which she conducted taxonomic studies in
Apocynaceae. In her post-doc, she worked with GIS and Ecological Modeling applied to plant distribution and conser-
vation, at Centro de Referéncia em Informagdo Ambiental (CRIA) in Campinas. Today she collaborates in various
botanical projects, one of which investigates the taxonomy of Neotropical Apocynaceae, She also acts as a teacher at
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho™ and project assistant at Universidade Estadual de Campinas.

LANKESTERIANA 7(1-2), marzo 2007, © Universidad de Costa Rica, 2007

184



	1_CAPA ATÉ ABSTRACT
	parte 1_capa até agradecimentos
	1_tese CHristiano_capa001_red
	Ficha
	1_tese CHristiano_capa002_red
	agradecimentos

	parte 2_indices
	INDICE GERAL_final
	INDICE GERAL_TABELAS E FIGURAS_final

	resumo e abstract

	2_INTRODUÇÃO GERAL
	1_Breve histórico sobre as espécies estudadas_Introdução_ok_ref
	Introdução Geral_ok_ref
	Mendonça, M.P. & Lins, L.V. 2000. Lista vermelha das espécies ameaçadas de extinção da flora de Minas Gerais. Fundação Biodiversitas and Fundação Zoo-Botânica de Belo Horizonte, Belo Horizonte.


	3_CAPÍTULO 1
	2_Capítulo I_Fitogeografia_ok_ref_final
	Material e Métodos

	Tabela 1_final
	Figuras final_final
	Slide Number 1
	Slide Number 2
	Slide Number 3
	Slide Number 4
	Slide Number 5
	Slide Number 6
	Slide Number 7
	Slide Number 8
	Slide Number 9
	Slide Number 10


	4_CAPÍTULO 2
	Datação em Inglês_final
	Molecular dating
	Jones, H.G. 1968. Studies in neotropical orchidology. Acta Botanica Academiae Scientiarum Hungaricae 14: 63-70.


	Tabela 1_final
	Slide Number 1

	Figura 1_final
	Slide Number 1

	Figura 2_final
	Slide Number 1

	Figura 3_final
	Slide Number 1

	Figura 4_final
	Slide Number 1


	5_CAPÍTULO 3
	Capitulo III_Biologia Floral e Polinização_final com referência_ok_ref
	Biologia floral e atrativos
	Morfologia floral e nectários extraflorais
	Visitantes Florais e polinização
	Hoffmannseggella ghillanyi
	Hoffmannseggella angereri, H. bradei, H. crispata e H. fournieri



	Fenologia de floração, sobreposição geográfica e potencial de hibridação
	Ackerman, J.D. 1986. Mechanisms and evolution of food-deceptive pollination systems in orchids. Lindleyana 1: 108-113.
	Catling, P.M. 1990. Orchid Biology, reviews and perspectives. 5 ed. Auto pollination in Orchidaceae. Timber Press, Portland, U.S.A.121-158pp.


	Tabelas_final
	H. angereri
	H. bradei
	H. caulescens
	H. crispata
	H. fournieri
	H. ghillanyi
	H. liliputana
	H. rupestris

	Fig_1_Espécies observadas_final
	Slide Number 1

	Fig_2_Osmóforos e guias de nectários_final
	Slide Number 1

	Fig_3_Variação morfológia_final
	Slide Number 1

	Fig_4_Nectários extraflorais e polinização_final
	Slide Number 1

	Fig_5_Autopolinização_final
	Slide Number 1

	Fig_6_Barreiras mecânicas de inter-compatibilidade_final
	Slide Number 1

	Fig_7_Híbridos naturais_final
	Slide Number 1


	6_CAPÍTULO 4
	Capítulo IV_ Sistemas de Reprodução_final
	Taxa de frutificação e abortos espontâneos
	Viabilidade de sementes
	Catling, P.M. 1990. Orchid Biology, reviews and perspectives. 5 ed. Auto pollination in Orchidaceae. Timber Press, Portland, U.S.A.121-158pp.


	Tabelas na ordem_final
	Figura 1_final
	Slide Number 1
	Slide Number 2

	Figura 2_final
	Figura 3 e 4_embriologia_final
	Slide Number 1
	Slide Number 2
	Slide Number 3

	Figura 5_final

	7_CAPÍTULO 5
	5_Chromosome number and polyploidy in Hoffmannseggella_final
	Table 1_final
	Table 2_final
	Figure 1_final
	Slide Number 1

	Figs 2 e 3_final
	Slide Number 1
	Slide Number 2
	Slide Number 3
	Slide Number 4

	Figure 4_final
	Slide Number 1


	8_CAPÍTULO 6
	9_CAPÍTULO 7

