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RESUMO

Foram estudadas a biologia floral e a fenologia das orquideas Bulbophyllum weddelfii (Lindl.)
Rchb. . e B. involutum Borba, Semir & F.Barros (inéd.), na Serra do Cipd, Santana do Riacho-MG, e
B. ipanemense Hoehne, na Serra de Camargos, Nazareno-MG. As irés espécies sio polinizadas
exclusivamente por fémeas de Pholeomyia (Diptera: Milichiidae) com um alto grau de especificidade,
provavelmente atraidas por instinto de oviposigdo. Nas trés espécies investigadas, ventos com
velocidade entre 1,5 e 2,0m/s sao necessarios para que ocorra a polinizagao, bailangando o labelo e
prendendo o inseto na coluna. Este mecanismo parece ter evoluido em areas abertas, tais como 0s
campos rupestres onde elas ocorrem. A taxa de frutificagdo é muito baixa, variando entre 3 a 8%,
devido & falta de constancia destas moscas, apesar da taxa de remogdo de polineas ser alta.
Herbivoria elevada e infrequéncia na floragdo também contribuem para o baixo sucesso reprodutivo
destas espécies. Porém, como elas estao sob escassez de recursos, baixa frutificagéo pode ser
adaptativa por garantir sobrevivéncia e reprodugao futura, existindo mecanismos assegurando que
0s raros casos de reproducao sexuada sejam através de polinizagdo cruzada.

Logo apds o polinario ser removido da antera de B. involutum e B. ipanemense, espécies
estreitamente relacionadas, este possui aproximadamente ¢ dobro do didmetro da entrada da
cavidade estigmatica. Sdo necessarios de 105 a 135 minutos em média para que o polinario diminua
em tamanho e possa ocorrer a polinizagdo, com apenas a largura reduzindo significativamente.
Como os polinizadores destas espécies permanecem alguns minutos na mesma flor apos a remog¢ac
das polineas, este mecanismo, ainda nao conhecido nas Orchidaceae, & muito importante em evitar
a autopolinizagdo. Em B. weddellii, este mecanismo nado ocorre, e o polinizador ndo possui este
comportamento de permanecer na flor apds a remogao das polineas. O menor didmetro da cavidade
estigmatica em B. involuturn diminui em 50% as chances de polinizagbes interespecificas com
B. weddellii, podendo o cruzamento ocorrer em apenas uma direcgéo. Isto é importante em ajudar a
assegurar o isolamento entre estas duas espécies, que sdo simpétricas, florescem no mesmo
periodo e possuem 0s mesmos polinizadores.

Foram realizadas, experimentaimente, autopolinizacbes, polinizagdes  cruzadas
intraespecificas e interespecificas nas {rés espécies. Todas elas sao autocompativeis, sendo
necessaria a ocorréncia de polinizagdo por um vetor para o desenvolvimento de frutos. Em todos os
tipos de cruzamentos ocorre uma elevada taxa de aborto de frutos e formagdo de sementes sem
embrido, sendo esies mais elevados nos cruzamentos interespecificos envolvendo B. weddellii,
Cruzamentos entre as especies préximas, B. involutum e B. ipanemense, fornecem valores de
frutificacdo e viabilidade de sementes semelhantes aos cruzamentos intraespecificos. Estes
resultados concordam com hipoteses correntes sobre potencialidade de cruzamento interespecifico

representando filogenia das espécies envolvidas. Exame dos tubos polinicos e dos frutos abortados




indicam que uma serie de fatores podem estar envolvidos no grande ntimero de aborto de frutos e
sementes sem embrido. A baixa fertilidade entre B. weddelli e B. involuturm é importante para a
manutencgao do isolamento entre estas espécies.

Os dados obtidos de biologia reprodutiva fornecem subsidios para a separagdo de
Bulbophyllum involutum como uma espécie propria, que é aqui descrita pela primeira vez.
Comparagbes com as espécies proximamente relacionadas, B. warmingianum Cogn. e
B. ipanemense, sao apresentadas.

Bulbophyllum xcipoense Borba & Semir, um hibride natural entre B. weddellii e B. involutum,
ocorrente na Serra do Cipo, é descrito e sua biologia reprodutiva estudada. Uma série de barreiras
fracas entre estas duas espécies, que quando somadas fornecem um forte isolamento, contribui
para a extrema raridade do hibrido e consequentemente para a manutengio do status das espécies
parentais. O hibrido atrai os mesmos polinizadores dos parentais e se localiza dentro da populagao
de B. weddellii, o que pode causar introgressdo. Porém, o hibrido possui um alto grau de esterilidade
ou autoincompatibilidade, e caracteristicas do [abelo fazem com que a polinizacio seja ineficiente.
Devido a localizagao do hibrido e a apenas unidirecionalidade do cruzamento entre os parentais,
presume-se que este hibrido tenha-se originado pela doagdo de pdlen de um individuo de
B. involutum. As possivels consequéncias deste evento de hibridizag@o nas espécies parentais e no

estabelecimento de uma nova espécie séo discutidas.



ABSTRACT

The floral biology and phenology of the orchids Bulbophyllum weddellii (Lindl.) Rchb. f. and
B. involutum Borba, Semir & F.Barros (unpubl), in Serra do Cip6, Santana do Riacho, and
B. ipanemense Hoehne, in Serra de Camargos, Nazareno, both located in Minas Gerais state,
Southeastern Brazil, were studied. The three species are pollinated exclusively by females of
Pholeomyia (Diptera: Milichiidae) with a high degree of specificity, probably attracted by oviposition
instincts. In all species, a successful pollination requires winds with a speed of 1.5 to 2.0m/s to shake
the labellum until the insect is glued to the column. This mechanism is known in the genus only for
these species, and seems to have evolved in open areas such as the “campos rupestres” where they
occur. in spite of the high rate of pollinia removal, fruit set is very low (3 to 8%) due to the lack of
constancy of the flies. High levels of herbivory and infrequent flowering also contribute to the low
reproductive success of these species. This stated, reduced fructification could be interpreted as
adaptive, granting survival and future reproduction in their resource-poor environment. In the few
cases where sexual reproduction occurs, cross pollination is practically granted through specific
mechanisms.

Immediately after its removal from the anther, the pollinarium of the closely related species
B. involutum and B. ipanemense has approximately double the width of the stigmatic cavity entrance.
The pollinarium takes about 105 to 135 minutes to reduce in size enough for pollination to occur, and
only the width is reduced significantly. Because the flies stay for up to 12 minutes in the flower after
removing the poliinia, this previously unknown mechanism in Orchidaceae is very important in
preventing self-pollination. In B. weddelfii this mechanism does not occur, and the pollinator does not
remain in the flower after pollinia removal. The smaller diameter of the stigmatic cavity in
B. involutum reduces in 50% the chances of interspecific pollination with B. weddellii, so that crossing
is unidirectional. This is important to help ensure the isolation between these two species, which are
sympatric, bloom at the same time and share the same pollinators.

Experiments of self-pollination, intra and interspecific cross-pollination were done for the three
species. All of them proved to be self-compatible, and the occurrence of pollinator is necessary for
fruit development. All crossings are caracterized by a high rate of fruit abortion and development of
seeds without embryo, and they are highest in the interspecific crossings involving B. weddellii.
Crossings between the related species B. involutum and B. jpanemense result in values of fruit set
and seed viability similar to intraspecific crossings. These resuits agree with current hypotheses on
interspecific crassings potential reflecting the phylogeny of the species involved. Examination of
pollen tubes and aborted fruits show that a series of factors such as low pollen germination,

incompatibility reactions, and embryo abortion because of lethal recessive alleles may be the cause



of the great number of fruit abortions and seeds lacking embryos. The low fertility of crossings
between B. weddellii and B. involutum is important to maintain the isolation of these species.

The reproductive biology data provide support for the separation of B. involutum as a good
species, which is described here for the first time. Comparisons with the closely related species
B. warmingianum Cogn. and B. ipanemense are made.

A natural hybrid between B. weddelli and B. involutum occurring in Serra do Cipd,
B. xcipoense Borba & Semir, is described and its reproductive biology studied. A system of filters, in
which a combination of weak barriers between these two species result in a strong isolation,
contributes to the extreme rarity of the hybrid and consenquently to the status maintenance of the
parental species. The hybrid attracts the same polilinators as the parents and is located within the
B. weddellii population, which may cause introgression. However, the hybrid has a high level of
sterility or self-incompatibility, and labellum characteristics make pollination inefficient. Due to the
location of the hybrid and the unidirectional crossing between the parents it is assumed that this
hybrid has originated from pollen donation by B. involutum. The possible consequences of this

hybridization event for the parental species and in the establishment of a new species are discussed.



INTRODUGAO GERAL

De distribuig@o cosmopolita, Orchidaceae com aproximadamente 19.500 espécies é uma das
maiores familias de vegetais (Dressler, 1993). A rapida evolucéo das orquideas e seu extremo
padrao de variagdo tém, sem duvida, sido facilitado por algumas das caracteristicas intrinsecas da
familia. A vida longa do individuo, a transferéncia de pdlen em massas compactas (polineas), a
produgac de enorme numero de ovulos, a auséncia de endosperma nas sementes e as leves
sementes levadas pelo vento a longas distancias podem ter fortemente afetado o curso da evolugio
da familia (Pijl & Dodson, 1966). Porém, as adaptagbes morfologicas especiais a polinizadores
especificos para assegurar a polinizagdo cruzada sio considerados os fatores mais importantes no
desenvolvimento do grande numero de espécies na familia (Dodson, 1962).

As flores das Orchidaceae geralmente sao zigomorfas, possuindo trés sépalas, trés pétalas,
sendo uma destas diferenciada (labelo), e os orgdos reprodutives fundidos em apenas uma
estrutura, a coluna, com uma ou mais raramente duas anteras e uma regido estigmatica formada
pela fusdo dos trés estigmas (Dressler, 1981). Apesar da construcdo floral das orquideas ser
uniforme em numero e arranjo das partes, ha grande variagdo em detalhes estruturais e na forma e
tamanho dos componentes basicos), levando ao surgimento de estruturas muito complexas (Pijl &
Dodson, 1966; Dressler, 1893).

Se surgem adaptagbes dentro de um grupoe de orquideas para polinizadores especificos que
sdo fundamentalmente distintos entre si, a estrutura geral da flor pode mudar radicalmente,
tornando-se morfologicamente muito diferente. Isto, algumas vezes, faz parecer adequada a
separacido em espécies, géneros ou mesmo subtribos distintos baseado em critérios de taxonomia
classica. O mesmo é verdade em relagéo a grupos distintos que apresentam convergéncia devido a
sistemas de polinizagdo similares. Isto tem levado a quebra de varios grupos aparentemente
monofiléticos ou a formacao de grupos parafiléticos. Casos classicos s&c os problemas envolvendo
Callleya/l aelia/Sophronitis/Brassavola,  Sophronitis/Constantia,  Encyclia/lEpidendrum, e o
certamente polifilético género Oncidium, além de inUmeros outros. Por isto, varios autores,
principalmente Dodson (1962), Dressler (1968, 1981, 1993) e Pijl & Dodson (1966) tém enfatizado a
importancia de se conhecer a biologia reprodutiva das Orchidaceae, especialmente da polinizagéo,
para entendermos melhor as causas da variagio e a filogenia deste grupo, e entdo conseguirmos
elaborar uma taxonomia e um sistema de classificagdo mais natural.

A maicria das orquideas mais evoluidas tendem a ser polinizadas por uma ou poucas
espécies particulares de insetos (Dodson, 1962; Pijl & Dodson, 1966; Tremblay, 1992). Esta
especificidade € efetuada por uma combinagéo de mecanismos de polinizagdo e atratives. O odor
das orquideas tem sido considerado como o fator critico na atraglo de polinizadores, e o principal

mecanismo de isolamento entre espécies simpatricas (Dressler, 1968; Paulus & Gack 1990).
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Segundo Dressler (1968), relagdes de polinizacdo nao especificas em Orchidaceae normalmente
nao conduzem a especiagdo, ao passo que relagbes especificas podem levar & especiagio
simpatrica, e selecdo pode impor relagSes mais especificas onde espécies préximas estio
ocorrendo juntas. Isto faz com que espécies muito relacionadas possuam polinizadores muito
distintos quando ocorrendo juntas e florescendo ao mesmo tempo. Esta distingdo de polinizadores é
gerada por um tipo de especiacdo denominado por Dodson (1962) como “leap-frog speciation”,
estudado principalmente em orquideas polinizadas por abelhas euglossine. Este tipo de especiagio,
baseado em relagbes de especificidade, parece fornecer um melhor modelo para especiacio
simpatrica do que constancia floral pelo polinizador, uma vez que constancia pode ser quebrada
quando o numero de flores € baixo, como seria de se esperar em uma espécie incipiente surgindo
por mutagao (Dressler, 1968, Paulus & Gack, 1990).

Como o desenvolvimento de barreiras a hibridizacao pela adaptagdo a polinizadores
especificos ndo necessariamente afeta a compatibilidade genética entre grupos, muitas espécies de
orquideas diferenciaram-se muito rapidamente, ocorrendo poucas mudancgas a nivel cromossémico
e mantendo a compatibilidade entre elas (Sanford, 1964, 1967; Pijl & Dodson, 1966; Stort, 1972,
1986; llig, 1975; Scacchi et al., 1990). Desta forma, isolamento reprodutivo em Orchidaceae é
principalmente efetuado por barreiras pré-polinizagdo (Dodson ,1962; Dressler, 1968, 1981; Paulus
& Gack, 1990). Assim, se estas barreiras pré-polinizagbes sio quebradas, a conseguéncia
normalmente & a producdo de hibridos. Esies eventos podem por sua vez resultar em uma nova
espécie, obscurecer diferencas entre duas entidades através de introgressdo, ou apenas causar
dificuldades para taxonomistas quandoestres hibridos sao introduzidos em uma colecao limitada de
um herbario (Pijl & Dodson, 1966; Sundermann, 1977; Schrenk, 1978, 1984, Linder, 1990; Romero &
Carnevali, 1890, 1991a, 1991b, 1992; Rossi et al., 1992; Steiner ef al., 1994).

Em Orchidaceae, a compatibilidade nido apenas entre espécies proximas & normalmente
mantida. A maioria das orquideas sao autocompativeis, mas a estrutura da flor favorece fortemente
a polinizagdo cruzada (Pijl & Dodson, 1968; Dressler, 1981; Catling & Catling, 1991). Este & um
sistema bastante flexivel, onde uma planta isclada ainda tem, a principio, a possibilidade de
autopolinizagdo e consequentemente reprodugao sexuada. Isto pode ser muito importante na
dispersio a longa distdncia e em eventos de especiacio, seja por mutacio ou hibridizagao.

Cerca de um quarto ou mais das espécies de orquideas nao oferece recompensa aos
polinizadores, formando um sistema de engodo (Dressler, 1993). Estas espécies tém desenvolvido
varias eslruturas, odores e cores que mimetizam elementos importantes no ciclo de vida do inseto e
que o atraem: parceiro sexual, competidor ou inimigo, lugar de oviposicao e alimento, sendo este
aitimo o mais comum (Pijl & Dodson, 1966). Entre os varios mecanismos de polinizacdo conhecidos
em Orchidaceae, sistemas de engodo parecem oferecer melhor isclamento reprodutive, maior

fidelidade, polinizagao sobre maicres distancias e maior taxa de polinizagao cruzada (Dressler, 1981,
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1993, Nilsson, 1992). Em contraposicdo, menor taxa de frutificacio é alcancada nestes sistemas,
uma vez que devido a capacidade de aprendizado, normalmente o polinizador tenderia a nio
retornar nas flores da especie que o enganou. Devido a esta consequéncia, alguns autores tém
enfatizado que estes sistemas ndo sio evolutivamente estaveis e sofreriam uma forte selegio
contraria. Porém, uma outra tendéncia recente é acreditar que estes sistemas de engodo que
acarretam baixa frutificagdo podem ser adaptativos, uma vez que elevada frutificacio em uma
estacdo pode comprometer o crescimento, a reproducéo e até a sobrevivéncia a curto ou longo
prazo {Schemske, 1980; Montalvo & Ackerman, 1987; Ackerman, 1989; Zimmerman & Aide, 1989).

De todos os sistemas de engodo encontrados em Orchidaceae, mimetismo do local de
oviposigdo de moscas (sapromiiofilia) € o Unico difundido em outras familias de angiospermas, tais
como Araceae, Aristolochiaceae e Asclepiadaceae, e também é o menos estudado nas orquideas.
Sapromiiofiia & um carater derivado, tendo surgido independentemente varias vezes nas
Orchidaceae (Pijl & Dodson, 1966). A subtribo exclusivamente neotropical Pleurothallidinae (ca.
3.000 espécies) e o género pantropical Bulbophyffum Thouars (ca. 1.000 espécies) sdo os dois
maiores grupos miidfilos da familia, formando um dos mais interessantes casos de convergéncia
morfolégica na estrutura fioral devido a polinizagao encontrados entre as orquideas {Dressler, 1993).
Varias familias de moscas sao encontradas realizando polinizagdo em Orchidaceae, principalmente
Mycetophilidae, Sciaridae, Syrphidae e Drosophilidae (Christensen, 1994). Mas, infelizmente os
estudos sdo ainda muito escassos para entendermos a influéncia destes insetos na evolugao da
familia, e para podermos verificar a existéncia de alguma relagdo de especificidade entre grupos
destes polinizadores e grupos de orquideas.

Buibophylflum € um dos maiores géneros da familia e concentra-se principalmente nos
tropicos do Asia e Oceania, com um nimero bem inferior de espécies na Africa e nas Ameéricas,
devido a uma disjungéo ocorrida provavelmente em meados do periodo Terciario (Dressler, 1981;
Vermeulen, 1991). No Brasil sdo encontradas cerca de 55 espécies (Pabst & Dungs, 1977). A
inexisténcia de revisées recentes sobre o género no Brasil e no restante das Américas tem causado
grandes dificuldades na identificagdo das espécies, principalmente em materiais de herbario. A
escassez de coletas neste grupo, gerando amostragens descontinuas da variagdo existente, tem
levado algumas vezes a uma profusdo de sinénimos. Por outro lado, a falta de estudos de biologia
reprodutiva tem feito com que taxonomistas negligenciem pequenas variagbes morfoldgicas por
desconheceram o seu significado biolégico e consequentemente sua importancia taxonémica.

Das espécies neotropicais de Bulbophyllum, apenas duas tiveram sua polinizacio estudada,
sendo ambas brasileiras. Braga (1977} encontrou uma mosca Milichiidae polinizando B. correae
Pabst, uma espécie epifita na Floresta Amazénica. Neste trabalho, Braga relatou o mesmo
mecanismo de polinizagdo encontrado em todas as outras espécies do género, que tambeém eram

epifitas em florestas tropicais da Asia, Africa e Oceania; a mosca, ac pousar no labelo



extremamente mével, faz com que este se mova para baixo devido ao seu peso, e caminhando nele
ela passa do ponto de equilibrio, voltando o labelo a posi¢do natural e pressionando o inseto contra
a coluna. Trabalhando com uma espécie de areas abertas, rupicola em campos rupestres, Sazima
(1978) descreveu um diferente mecanismo em B. involutum Borba, Semir & F. Barros (identificado
como 8. warmingianum Cogn.), onde 0 peso do inseto ndo desloca o labelo, e o vento & necessario
para pressionar a mosca, também Milichiidae, contra a coluna. Estes sdo os dois (nicos casos

conhecidos de polinizagdo por Milichiidae em orquideas até o presente.

Estes fatos apresentados ja sao suficientes para formularmos algumas perguntas

interessantes:

eExiste alguma relagdo a nivel de grupo entre os Bulbophyllum neotropicais e a familia Milichiidae?
+Existe especificidade entre espécies neotropicais de Bulbophyllum e espécies de Milichiidae?

*Existe relagdo de areas fechadas (florestas) e areas abertas (campos rupestres) com os dois

mecanismos de polinizagdo descritos para o género?

*Se moscas conhecidamente tém o comportamento de permanecer por longos periodos na flor,

existem barreiras especiais & autogamia em orquideas miiofilas?

*Assim como nos sistemas de alta especificidade, como polinizagao por abelhas euglossine ou
sistemas de pseudocdpula, estudos de polinizagdo em orquideas miiofilas podem ser de auxilio na

taxonomia do grupo?

« E por Gltimo, como sdo os mecanismos de isolamento reprodutivo entre espécies de orquideas

miidfilas?

Objetivando tentar responder estas perguntas, foram escolhidas trés espécies de
Bulbophyllum ocorrentes nos campos rupestres brasileiros:  B. weddellii (Lindl.) Rchb. f,
B. ipanemense Hoehne e B. involutum Borba, Semir & F. Barros, esta ultima descrita no presente
trabalho. Bufbophyllum ipanemense e B. involutum sio muito semelhantes morfologicamente, sendo
varias vezes confundidas entre si e com outras espécies deste complexo em colegbes de herbario,
como B. warmingianum Cogn. Bulbophylium weddellii é bastante distinta das outras duas especies,
sendo simpatrica com B. involutum. E por fim, as trés possuem varias caracteristicas intermediarias

entre si, formando um grupo interessante para os estudos aqui propostos.



CAPITULO 1

Biologia floral e fenologia de trés espécies de Bulbophyllum
Thouars (Orchidaceae) ocorrentes nos campos rupestres
brasileiros: pode um sistema baseado na ineficiéncia do

polinizador ser adaptativo?

We are less ready to accept apparent “waste” of flowers, but in some situations that
may be the price for getting the “right” number of polfinations and producing the “right”

amount of seed.

Michael Proctor, Peler Yeo & Andrew Lack, “The natural history of pollination”, 1996.
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RESUMO

Foram estudadas a biologia floral e fenologia das orquideas Bulbophyllum weddeliii (Lindl.) Rchb. f. e
B. involutum Borba, Semir & F.Barros, na Serra do Cipé, Santana do Riacho-MG, e B. ipanemense
Hoehne, na Serra de Camargos, Nazareno-MG. As trés espécies sdo polinizadas exclusivamente
por fémeas de Pholeomyia (Diptera: Milichiidae) atraidas por instinto de oviposi¢ao, com um
relativamente alto grau de especificidade. Nas trés especies investigadas, ventos com velocidade
entre 1,5 e 2,0m/s sdo necessarios para que ocorra a polinizagao, balancando o labelo e prendendo
o inseto na coluna. Este mecanismo parece ter evoluide em areas abertas, tais como os campos
rupestres onde elas ocorrem. A taxa de frutificagdo € muito baixa, variando entre 3 a 8%, devido a
falia de constancia destas moscas, apesar da taxa de remog¢ado de polineas ser elevada. Elevada
herbivoria e infrequéncia na floragdo também contribuem para ¢ baixo sucesso reprodutivo destas
espécies. Porém, como elas aparentemente estéo sob escassez de recursos, baixa frutificagdo pode
ser adaptativa por garantir scbrevivéncia e reprodugdo futura, existindo mecanismos assegurando

que os raros casos de reprodugac sexuada sejam através de polinizagao cruzada.
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INTRODUGAO

Bulbophylium Thouars & um dos maiores géneros de Qrchidaceae, compreendendo cerca de
1000 espécies. O género apresenta distribuicaoc pantropical, concentrando ¢ maior nimerc de
espécies na Asia, sendo menos representado na Ameérica do Sul (Vermeulen, 1991). No Brasil,
ocorrem cerca de 55 espécies (Pabst & Dungs, 1977).

Flores de espécies de Bulbophyllum séo tipicamente polinizadas por moscas, formando junto
com a subtribo neotropical Pleurothallidinae os dois maiores grupos miidfilos da familia (Pijl &
Dodson, 1966). O mecanismo basico de polinizagdo no género foi descrito primeiramente por Ridley
(1890) em B. macranthum Lindl., uma espécie epifita das florestas tropicais do sudeste asiatico.
Este autor relatou que a mosca, ao pousar no labelo, faz com que este se mova para baixo, e ao se
deslocar nele o inseto ultrapassa o ponto de equilibrio, voltando o labelo a posigdo original e
pressionando o inseto contra a coluna. Este mecanismo foi observado novamente em outras
espécies também ocorrentes em interior de florestas (Pijl & Dodson, 1966, Jones & Gray, 1976;
Braga, 1977). Posteriormente, outro mecanismo de polinizag&o, onde € necessaria a presenga do
vento para mover o labelo contra a coluna, foi descrito por Sazima (1978) em B. involutum Borba,
Semir & F. Barros (identificado como B. warmingianum Cogn.), uma espécie ocorrente em areas
abertas de campos rupestres no sudeste do Brasil. Nestes dois mecanismaos, a extrema mobilidade
do labelo devido & uma fina membrana que o une ao pé da coluna, uma das caracteristicas
diagnosticas do género (Vermeulen, 1991), desempenha um papel primordial para gue ocorra a
polinizagdo.

Orquideas miidfilas tipicamente produzem poucos frutos (e.g. Christensen, 1992; Banziger,
1996), devido principalmente a ineficiéncia do polinizador (Pijl & Dodson, 1966). Paralelamente,
espécies que enganam o palinizador ndo oferecendo recompensa também possuem taxas de
frutificagdo muito baixas (Zimmerman & Aide, 1989). A baixa taxa de frutificagdo nestas espécies
que ndo oferecem recompensa tem algumas vezes sido explicada como adaptativa devido a
escassez de recursos, uma vez que elevada produgio de frutos em uma estagao pode comprometer
o crescimento vegetativo, a reproducio e até a sobrevivéncia futura (Nilsson, 1992). Por outro lado,
Tremblay (1992) tem sugerido que, devido ac empacotamento de todo pdlen em unidades (polineas)
que sio retiradas normalmente por apenas um visitante, as orquideas evoluiram para atrair
eficientes polinizadores. Entdo, sistemas onde espécies de orquideas atraem polinizadores
ineficientes, gue acarretam em baixa producéo de frutos devido & perda de polineas, estariam
sofrendo forte selecdo contraria.

Bulbophyllum weddellii {Lindl.) Rchbf., B.invoiutum Borba, Semir & F.Barros (inéd.) e
B. ipanemense Hoehne sdo espécies auto-compativeis, e ndo formam frutos por agamospermia ou

autopolinizacéo espontanea (CAPITULO 3), sendo estas duas ultimas espécies muito relacionadas
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(CAPITULO 4). Estas espécies frequentemente ocorrem nos campos rupestres ao longo da Cadeia
do Espinhago, Brasil, e crescem diretamente sobre rochas, locais onde recursos sdo fatores
limitantes. Este trabalho objetivou estudar o mecanismo de polinizagdo e o sucesso reprodutivo
associado a este nestas espécies, procurando relacionar os dados obtidos a estas hipbteses

enunciadas anteriormente.

METODOLOGIA

Area de estudo

Este trabalho foi conduzido em éareas de campo rupestre pertencentes & Cadeia do
Espinhago no estado de Minas Gerais, na regido sudeste do Brasil. As populagdes de
Bulbophyllum weddellii (19°14'50"S; 43°30'40"W; ca. 1400m alt) e B. involutum (19°19'30"S:;
43°33'50"W; ca. 1100m alt.) se localizam na Serra do Cipd, municipio de Santana do Riacho e
distam cerca de 10km uma da outra. A populagdo de B. ipanemense estudada situa-se na Serra de
Camargos, municipio de Nazareno (21°20°05"S; 44°34'30"W; ca. 1050m alt.), a aproximadamente
250km das populagbes das especies anteriores, em local de transico entre campo rupestre e
cerrado. '

O clima em ambas regides € do tipo Cwb na classificag@o de Kéeppen, clima mesotérmico
com verdes brandos e estagao chuvosa no verdo, com estacio seca de 3 a 4 meses coincidindo
com o inverno e periodo umido de 7 a 8 meses.

Estas areas sfo caracterizadas por possuirem uma vegetagio aberta e de baixo porte, com
espécies herbaceas crescendo sobre solo areno-pedregoso, e espécies herbaceas, subarbustivas e
arbustivas crescendo em “ilhas” de afloramentos rochosos de quartzito (serrotes). Nestes locais,
todas as trés espécies crescem em area aberta, diretamente sobre rochas (Fig. 1). Eventualmente,
alguns individuos de B. involutum e B. ijpanemense sio encontrados crescendo sobre arvores em
peqguenos trechos de mata adjacentes aos afloramento rochosos.

Observagbes complementares foram realizadas em material cultivado em casa de vegetacéo
do Departamento de Botanica da Universidade Estadual de Campinas, estado de Sao Paulo
(22°49°22°S; 47°05°59"W, ca. 700m alt.), situando-se a aproximadamente 540km da Serra do Cipd e

310km da Serra de Camargos.

12



Biologia reprodutiva

As trés espécies crescem através da emissdo de um novo pseudobulbo a cada ano. Como os
eixos das inflorescéncias permanecem secos nos pseudobulbos antigos por alguns anos,
examinando os cinco ultimos pseudobulbos de uma ramificacéo foi possivel estimar a frequéncia de
individuos florescendo e o nimero de vezes que cada individuo (“genet"} floresceu nos anos de
1992 a 1996. Para isto, foram utilizados 50 individuos de cada espécie.

A fenologia floral e a taxa de frutificagdo das populacdes de B. weddellii e B. involutum foram
acompanhadas através de visitas mensais, de janeiro a julho de 1996 (exceto junho), em 66 e 134
plantas que floresceram respectivamente, escolhidas de maneira aleatéria. Apenas duas visitas
foram realizadas a populacdo de B. ipanemense, em marco e abril de 1996, sendo a producéo de
flores e a taxa de frutificagdo baseadas no exame de 32 plantas que floresceram, escolhidas
aleatoriamente. Foram também verificados os danos nas inflorescéncias destas populacdes
causados por herbivoros cortadores e sugadores.

As observacodes da atividade dos visitantes florais foram realizadas no ano de 1996 em todas
as espécies. Em B. weddellii esta observacdes foram realizadas em 23/janeiro, 23-25/fevereiro, 23 e
28/marcgo, totalizando 30,5 horas. As observagdes em B. involutum ocorreram nos dias 21-
22fianeiro, 27-28/fevereiro, 27-28/marco, em um total de 34 horas. Em B. ipanemense foram feitas
30,5 horas de observagbes, nos dias 13-14/marco, 3-4/abril. Estas observacdes foram realizadas
dentro do intervalo das 7:00 as 17.00, sendo todas as flores disponiveis marcadas ao final do dia e
examinadas no inicio da manha para verificar a ocorréncia de polinizagdo fora do horario de
observacdo. Como as populagdes ocorrem em diferentes localidades, para verificar se ocorre
alguma relacdo de especificidade de visitantes, foram realizadas observagdes complementares em
individuos das trés espécies cultivados em casa de vegetagao, florescendo simultaneamente.
Devido a dificuldade de reconhecimento dos visitantes em campo, para se calcular a abundéancia
relativa das visitas realizadas por cada espécie, foram feitas amostragens destes através de coletas
em dias e horarios variados, sendo os numeros extrapolados para o nimero de visitas total. Os
visitantes coletados encontram-se na colegéo particular do autor e serdo posteriormente depositados
no Museu de Zoologia da UNICAMP (ZUEC). Neste periodo de observagéo de visitantes, medicdes
de temperatura e umidade relativa do ar, utilizando higrémetro seco/imido, e velocidade do ar,
utiizando anemdmetro de palhetas Veb Anemometerbau Dresden, foram realizadas a cada intervalo
de uma hora. Para se estimar a frequéncia de remocgdo de polinarios nas populacbes das trés
espécies, foi verificado se flores em fenescimento tinham as suas polineas retiradas ou nao.

Material testemunho das espécies foi depositado no herbarioc UEC (B. weddellii, E.L. Borba
151; B. involutum, E L. Borba 150; B. ipanemense, E. L. Borba 177).
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RESULTADOS

Fenologia

Todas as espécies apresentaram uma baixa frequéncia na floragdo, com apenas
aproximadamente metade dos individuos da populagao florescendo a cada ano (Fig. 2A). Este
percentual é ainda um pouco menor para B. weddellii. Entre os individuos, esta espécie possuiu uma
maior homogeneidade, com a grande maioria destes florescendo apenas uma ou duas vezes nos
ultimos cinco anos. Ja nas populagdes das outras duas espécies ocorreu uma maior desigualdade
entre os individuos, sendo semelhanie o nlmero destes florescendo uma, duas, trés ou quatro
vezes neste periodo (Fig. 2B). _

Bulbophyllum weddelllii e B. involutum apresentaram um ciclo de fenoclogia floral bastante
semelhante, caracterizado por um periodo de floragdo longo que coincide com o periodo Umido,
apresentando um pico bem definido & poucos individuos florescendo ao longo de varios meses
(Fig. 3). Apesar de nao ter sido quantificada, a fenologia de B. jpanemense foi tambem muito
semelhante a das duas outras espécies. Os individuos comegaram a emitir inflorescéncias no inicio
de janeiro, com as primeiras flores aparecendo ainda neste més, com a floragéo estendendo-se ate
o final de julho. O pico de floragio ocorreu de fevereiro a meados de abril. Ao longo de todo o
periodo de floragdo foram observados individuos portando frutos, sendo o maior numero destes
ocorrendo durante ou logo apds o pico de floragdo. Em todas as espécies, a matura¢ao dos frutos

demora 90 a 120 dias para ocorrer.
Biologia floral

Temperatura, umidade relativa e velocidade do ar

Nos locais de ocorréncia das trés populacfes, a temperatura aumentou ao longo do dia,
ultrapassando os 25°C por volta das 10 horas, e atingindo o méximo diario entre 12 e 14 horas
(Fig. 4A-C). Os valores de temperatura foram inversamente proporcionais & altitude dos locais, com
as temperaturas mais baixas medidas na populagio de B. weddelli e as mais altas na de
B. inanemense.

Nas populagBes de B. involutum e B. ipanemense, a umidade relativa do ar decresceu ao
longo do dia, assumindo valores inferiores a 60% no periodo da tarde (Fig. 4A-C). Esta diminuigao
menos perceptivel na populagio de B. weddellii devido a chuvas de até 1 minuto de duragao, muito
frequentes as 12 e 16 horas aproximadamente, mantendo assim a umidade relativa valores

superiores ao das outras populagbes.
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Ventos leves com velocidade de 1 a 1,5m/s foram frequentes durante todo o dia, iniciando a
ocorréncia quando a temperatura comeca a se elevar no inicio da manha. A velocidade do ar oscilou
bastante ao longo do dia, comportando-se diferentemente nos trés locais (Fig. 4D-F). Porém, pode
ser notado uma baixa comum a todos os locais por volta de 12 ou 13 horas, e algumas vezes no
meio da manha e inicio e final da tarde. No inicioc da manha e meio da tarde costumam ocorrer
ventos fortes nas areas de ocorréncia das populagSes na Serra do Cipd. J& na Serra de Camargos,
estes sao menos comuns, raramente excedendo a 2,0m/s, provavelmente devido ao maior porte da

vegetacdo, com grande nimero de arvores e arbustos.

Morfologia floral

Bulbophyllum weddellii (Fig. 5) produz inflorescéncias basais com 30-40 cm de altura, eretas,
genuflexas, de coloragdo amarela, com 10-34 flores. Em vista superior, a disposicdo das sépalas
confere alguma radialidade & inflorescéncia. Flores ressupinadas devido ao curvamento da raque;
sépalas ca. 15-20mm comprimento, oblongo-lanceoladas, amarelas com apice branco e pontuacgdes
e manchas purpuras internamente na base, as laterais patentes e falcadas e a dorsal ereta. Pétalas
3-6mm comprimento, lineares, patentes, fortemente falcadas, brancas com pontos purpureos.
Labelo 12-15mm comprimento, pendente em angulo de 90° e articulado com a coluna e bastante
movel, base carnosa purpura com dois pequenos lobos laterais eretos e longo limbo membranaceo
branco com manchas purpuras. Coluna com dois longos bragos arqueados (estelidias) e dois dentes
falcados na face ventral. Antera com dois pares de polineas.

As inflorescéncias de B.involutum (Fig. 6A) possuem pedlnculos de 29-48cm de
comprimento, purptreos, e raque de 11-22cm curvada em direcio horizontal, com 11-27 flores.
Flores consideravelmente menores do que as de B. weddellii, ressupinadas por torgio do pedicelo,
possuindo uma ligeira radialidade devido ao reduzido tamanho das pétalas e labelo em relagio as
sépalas. Sépalas 10-13mm comprimento, oval-triangulares com a face dorsal pirpura e a ventral
verde com manchas e pontuagdes purpuras, as laterais pétentes e a dorsal ereta. Petalas ovadas, 3-
5mm comprimento, patentes, ciliadas na margem, plrpuras manchadas de verde-claro ou branco.
Labelo 6-8mm de comprimento, formando angulo de 45° e articulando-se com a coluna e também
bastante mével, com dois lobos laterais na base auriculares, eretos, ciliados, atropurptireos, e
longitudinalmente formando um grande calo oblongo, também atropurplreo. Limbo do labelo curto
em comparagdo com B. weddellii, possuindo as margens laterais involutas, sendo de coloracio
plrpura com ¢ apice branco. Coluna também com dois longos estelidias e dois dentes na face
ventral. Polinario formado por dois pares de poiineas.

A inflorescéncia e as flores de B. ijpanemense (Fig. 6B) sdo bastante similares as de
B. involutum. A inflorescéncia possui eixo com 10-27 de comprimento verde-amarelado e raque de

4-27cm com 8-36 flores. Estas flores diferem das de B. involutum basicamente pela cor amarelo-
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claro-esverdeada com pontuagbes purpuras das sépalas, pétalas triangulares brancas com
pontuagdes purpuras e labelo plrpuro com apice branco possuindo margens convexas. Sao também
um pouco menores, tendo as sépalas 7-9mm, pétalas 3-5mm e labelo 5-6mm comprimento.

Antese

Em B. weddellii, podem ser abertas até trés flores por dia em uma mesma inflorescéncia,
ocorrendo antese de ao menos uma flor quase todos os dias. Como estas flores duram cerca de oito
dias, as inflorescéncias possuem aproximadamente dez ou mais flores disponiveis simultaneamente.
As flores podem iniciar a antese entre 7 e 14 horas, sendo mais frequente no periodo da manha. O
processo de separagao e distensao das sépalas dura até 45 minutos, sendo que imediatamente
apds a separagao destas, o labelo torna-se pendente e o estigma ja possui uma abundante
secrecao, presente em todo periodo de permanéncia da flor, mostrando-se inteiramente receptivo.
Um odor adocicado levemente acido torna-se perceptivel por volta de 30 minutos apds completada a
antese, com durag¢do ao longo de todo o dia, se tornando mais fraco e cessando ao final da tarde .

Com as flores de B. involutum ocorre um processo diferente. Apenas uma flor se abre por
dia, e sempre no inicio da manha, entre 7 e 9 horas. As flores senescem ao final da tarde do terceiro
dia, e quando uma flor esta aberta nunca ocorre a aniese de outra. Assim, existe sempre apenas
uma flor disponivel em cada inflorescéncia. A antese ocorre mais lentamente do que em B. weddellii,
podendo demorar até 4 horas para se completar. No periodo entre a separagao e a distengao das
sépalas, estas mantém o labelo suspenso, formando um pequeno espago entre a coluna e o calo
deste. Os odores, semelhantes a matéria organica vegetal em decomposi¢do, foram percebidos
apenas no primeiro dia de permanéncia da flor.

Com B. ipanemense ocorre algo intermedidrio as duas espécies anteriores. Podem abrir uma
ou duas flores por dia e em dias seguidos, ocorrendo trés a cinco flores na mesma inflorescéncia em
antese simultanea. A duragao da abertura e do periodo de disponibilidade da flor sdao muito
semelhantes aos de B. involutum. Os odores, perceptiveis entre 9 e 16 horas, sao ligeiramente

acidos e lembram um pouco os de B. involutum.

Visitantes
Nenhuma flor das trés especies marcada ao final do dia teve o polinario removido ou recebeu

polineas de outra flor no periodo noturno (das 17 as 7 horas).

MILICHHDAE

Dipteros da familia Milichiidae foram os principais visitantes e os Unicos polinizadores das
trés espécies de Bulbophyllum estudadas, sendo que todos os individuos coletados eram fémeas.
Estas moscas de coloragdo negra possuem tamanho bastante reduzido, variando de 1,5 a 3,0mm de

comprimento e 0,7 a 1,5mm de altura (Tab. 1). Devido a dificuldade de identificagao de fémeas de
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Milichiidae, especialmente as espécies do sudeste brasileiro (Dr. Curtis W. Sabrosky, USA National
Museum, comunicacdo pessoal), os insetos foram identificados apenas a nivel de género e

agrupados em morfoespécies

Bulbophyllum weddellif

Na Serra do Cipd, durante as 30,5 horas de observacdo ocorreram 37 visitas de Milichiidae
as flores de B. weddelli (Tab. 1). Estas foram realizadas por duas espécies ndo identificadas de
Pholeomyia. Deste total, 89% pertenceram a Pholeomyia sp.3, ao passo que Pholeomyia sp.1 teve
uma baixa frequéncia. Nos individuos cultivados, Pholeomyia sp.3 novamente foi o principal
visitante, ocorrendo também algumas visitas por Pholeomyia sp.4, uma espécie de menor tamanho.

As visitas de Pholeomyia sp.3 e Pholeomyia sp.1 comegaram a ocorrer por volta de 8 horas,
quando a temperatura ultrapassa os 22°C e as flores comegam a emitir odores. Entre 10 e 12 horas,
momento onde a fragréncia esta mais forte, as visitas foram mais numerosas, decrescendo entao
em frequéncia a partir deste horario (Fig. 7A). Entre 14 e 16 horas voltou a ocorrer um grande
ntimero de visitas, cessando completamente apés este periodo, que coincide com a diminuigao da
emissio de odores. Durante todo o dia, e principalmente coincidindo quando o nimero de visitas e
menor, ocorreram aproximacfes destes insetos as flores sem contudo pousarem, através de
sobrevios de varios segundos a poucos centimetros de distancia, indo entdo embora (Fig. 7A).
Puderam ser observadas 28 destas aproximacgdes. Esta queda na frequéncia de visitas associada a0
maior nGmero de apenas aproximagdes ocorreu normalmente ne mesmo periodo onde a velocidade
do ar & muito alta (Fig. 4D).

Estas espécies de moscas tiveram o comportamento semelhante. As visitas ocorrem com
aproximagdes através de vdos erraticos, as vezes com o inseto sobrevoando por alguns segundos a
fior. Com ventos acima de 2,0m/s a inflorescéncia balanga muito, impedindc o pouso do inseto, que
sobrevoa a flor e vai embora. Aparentemente, as visitas sdo mais comuns nas flores mais novas,
abertas no mesmo dia ou no dia anterior, apesar de todas as outras flores disponiveis estarem
emitindo odores, porém muito mais adocicados. A mosca quase sempre pousa no apice branco das
sépalas laterais, podendo ficar neste local por varios minutos. Posteriormente, caminha até a base
da sépala, saltando entdo para o calo do labelo. Rapidamente vai em diregao a base do labelo e fica
lambendo na fenda formada entre os lobos laterais, onde concentra-se uma pequena quantidade de
néctar. Nesta posicio, a mosca encontra-se exatamente sob a coluna. Porém, existe um espago
grande entre esta e o dorso do inseto, de modo que em nenhum momento ele a toca, uma vez que o
peso ou a atividade deste ndo sfo capazes de alterar a posicac do labelo (Fig. 8A). As frequentes
rajadas de vento movimentam o labelo, e normalmente o inseto se “assusta”, indo em direcdo ao
limbo deste, ou podendo voltar a sepala lateral, mudar para outra flor da mesma inflorescéncia ou

mesmo ir embora com ventos mais fortes, acima de 2,0m/s. Quando a mosca néo vai embora, logo

17



apds, ela retorna a base do labelo e continua alimentando-se, quando novas rajadas langam o labelo
contra a coluna aprisionandoc-a, ficando colada no viscidio, 0 que pode demorar de 1 a 13 minutos
para ocorrer desde o inicio da visita (Fig. 8B). Ventos com velocidade entre 1,0 e 1,5m/s foram
necessarios para que isto aconteca. Uma vez presa, ela se segura ao labelo e forga sua saida para
tras, que é unica diregdo por onde ela pode ir, ja que os estelidia a impedem de sair pelos lados.
Devido ao grande esforgo que a mosca faz para escapar da flor, quando ela se desprende da coluna
o labelo desce rapidamente, tendo uma acgdo de catapultar o inseto, que sai voando com os dois
pares de polineas aderidas na regido dorsal do térax (Fig. 8C), sem nunca permanecer na flor. Este
escape pode demorar de 10 a 60 minutos para acontecer, ndo tendo sido visto ¢ retorno do mesmo
inseto a flor da qual ele retirou as polineas. Tanto Pholeomyia sp.3 quanto Pholeomyia sp.1 foram
capazes de remover o polinario de B. weddellii. A maioria das visitas durou menos de 1 minuto, ndo
chegando o inseto a atingir ¢ labelo nestas ocasides. Quando o vento ndo é eficiente, ele fica se
alimentando por até 10 minutos no labelo, raramente mais, indo embora em seguida (Fig. 7D).

No periodo, as polineas de 6 (15%) das 40 flores observadas foram removidas, sendo visto a
deposicdo de polinario na cavidade estigmatica em apenas uma flor. Para depositar o polinario, a
mosca ficou presa por um periodo maior do 1,3 horas até conseguir se livrar das polineas. O

polinario de 51,5% das flores fenescidas amostradas foi removido (Tab. 2).

Bulbophylium involutum

Os visitantes de B. involutum na Serra do Cipd foram duas espécies de FPholeomyia e uma de
Desmometopa, podendo ser verificadas 24 visitas e 39 aproximagbes sem pouso nas 34 horas de
observacao (Tab. 1). Estas espécies de Pholeomyia foram as mesmas que visitaram B. weddellii,
porém, inversamente ao caso anterior, Pholeomyia sp.1 realizou o maior nimero de visitas (50%). A
menor das trés espécies, Desmomefopa sp., visitou apenas 4 vezes as flores de B. involutum. £m
casa de vegetacdo, Pholeomyiasp.2, Pholeomyia sp.3, Pholeomyia sp.4 e Desmometopa sp.
visitaram as flores, com esta ultima espécie em menor freqlencia.

As visitas ocorreram principalmente nas flores em primeiro dia de antese. No campo, ©
padrdo do nimero de visitas as flores de B. involutum ao longo do dia foi muito semelhante ao de
B. weddellii, mas com uma frequéncia menor (Fig. 7B). A maior diferenca deu-se com o grande
nimero de aproximagbes sem o pouso do inseto ocorrido entre 11 e 13 horas. Este € o hordrio de
maior velocidade do vento dentro do pericdo de emissdo de odores, coincidindo com o horario de
chuvas no local da populagao de B. weddellii, no periodo de observagao.

A aproximacado das moscas é feita de maneira similar ao que ocorre em B. weddelfii, porém o
pouso do inseto quase sempre ocorre no apice branco do labelo, e mais raramente no apice da
sépala dorsal, Ventos acima de 2,0m/s balangam fortemente a inflorescéncia, impedindo o seu

pouso. Uma vez na flor, elas dirigem-se rapidamente a uma cavidade formada entre os [obos laterais
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na base do labelo, onde se acumula uma pequena quantidade de néctar, e ficam se alimentando.
Frequentemente elas saem e percorrem as outras partes da flor, as vezes permanecendo paradas
ou se limpando, ou abandonam a flor por alguns segundos, sobrevoando-a e retornando em seguida
a base do labelo. Nesta posi¢do o inseto néo chega a tocar a coluna, e tanto o seu peso quanto a
sua atividade ndo sdo suficientes para deslocar o labelo (Fig. 9A). O espago formado entre labelo e
inseto € menor do que em B. weddelfii devido ao menor angulo entre labelo e coluna. Assim como
descrito anteriormente, ventos de 1,0 a 1,5m/s balangam o labelo comprimindo a mosca contra a
coluna e a aprisionam. Ventos mais fortes que 2,0m/s normalmente a espantam. Este
aprisionamento pode acontecer rapidamente ou pode demorar até 30 minutos a partir do inicio da
visita. Quando o inseto se liberta com o polinario aderido a regido dorsal do térax, o que acontece
em até 10 minutos, ele permanece na flor, voltando a realizar o comportamento anterior (Fig. 98,C).
A autopolinizagao porém néo ocorre, devido a grande largura do polinario apds a sua retirada, que
nao passa atraves da entrada da cavidade estigmatica, necessitando de varios minutos (acima de
100) para sua diminuigdo em tamanho. Metade do polinario possui a largura necessaria para passar
pela entrada da cavidade, podendo a principio ser depositado apenas um par de polineas no
estigma. Isto porém n&o acontece devido a forma compacta do polinario, a forma da entrada da
cavidade e presenga dos dentes na face abaxial da coluna. Apds cerca de 7 minutos ¢ inseto vai
embora carregando o polinario. Normalmente, as visitas destes Milichiidae tiveram curta duragio
{menos de 1 minuto), com o inseto pousando e indo embora antes de alcangar a base do labelo, ou
se estenderam por um longo periodo, com ele permanecendo além de 25 minutos se alimentando
na flor (Fig. 7E).

Todas as espécies de Pholeomyia conseguiram remover as polineas de B. involutum, o
mesmo nao acontecendo com Desmometopa sp., devido ao seu reduzido tamanho. Em casa de
vegetacao, Pholeomyia sp.4, a menor das quatro espécies do género observadas, ndc demonstrou
ser um visitante muito eficiente na remogao de polineas. Em individuos com flores menores foram
necessarios ventos fortes para comprimir moscas desta espécie contra a coluna, o que algumas
vezes nem chega a ocorrer em individuos que possuiam flores maiores.

No campo, foi observado por trés vezes a deposicio de polinarios em flores de B. involutum,
com o inseto demorando de 15 minutos a 3,4 horas para se libertar. Das 11 flores com polineas
observadas, 3 (27%) tiveram o polinario removido. A taxa de remogio na populacido foi de 39,3%

(Tab. 2).
Bulbophyilum ipanemense

Individuos de Pholeomyia sp.4 foram os unicos Milichiidae que visitaram as flores de

B. ipanemense, tanto na populacédo da Serra de Camargos quanto em casa de vegetacio (Tab. 1).
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Nas 30,5 horas de observagdo foram registradas 407 visitas, um nimero bem superior ao
levantado para B. weddellii e B. involutum. Proporcionalmente, o nimero de aproximacdes sem o
pouso do inseto foi inferior ao das espécis anteriores, ocorrendo apenas 28. Estas visitas tiveram
dois picos de frequéncia, enire 10 e 13 horas e entre 14 e 16 horas, diminuinde quando a
temperatura se eleva muito e a umidade relativa do ar esta abaixo de 60% (Fig. 7C). A velocidade
do ar, que raramernte superou 2,0m/s, aparentemente nio influenciou negativamente o nimero de
visitas.

Todo o comportamento dos visitantes e mecanismo de polinizacio sdo muito semelhentes ao
que ocorre em B. involutum. Uma diferenca basica estd em B. jpanemense ter varias flores
disponiveis simultaneamente. A principio, o inseto pousa preferencialmente nas duas flores mais
novas, mas durante a visita ele pode percorrer muitas vezes todas as flores. Aparentemente, apenas
estas flores recém abertas emitem odores. Comparativamente as espécies anteriores, as visitas
tiveram uma duragao bastante variavel, e cerca de 60% delas demoraram até 5 minutos (Fig. 7F).
Demorou de 1 a 3 minutos para Pholeomyia sp.4 ser comprimido contra a coluna e ficar preso,
libertando-se apés 5 a 22 minutos com o polinario aderido ao dorso do térax (Fig. 10A,B). Ao
contrario do que foi observado em relag&o a B. involutum, Pholeomyia sp.4 foi perfeitamente capaz
de remover os polinarios e efetuar a polinizagdo em B. jpanemense. Em individuos de
B. ipanemense localizados entre fendas de rochas ou na presenca de outras barreiras ao vento, este
mecanismo de polinizagdo foi em parte ineficiente, com o inseto algumas vezes nao ficando preso
na coluna e consequentemente ndo removendo ¢ polinario.

Das 13 flores com polineas observadas, 9 (69%) tiveram seus polinarios removidos. Em 6
(67%) destes casos, o inseto permaneceu na flor de 1 a 14 minutos ou a abandonou por poucos
minutos, voltando em seguida. Apesar disto, devido ao mesmo mecanismo observado em
B. involutum, nenhuma autopolinizagdo ocorreu. Foi observada a deposigdo de apenas um polinario
na cavidade estigmatica de flor de B. jpanemense, com o inseto demorando 10 minutos para se
livrar das polineas. Baseado no exame de flores fenescidas, estimou-se em cerca de 92% a

frequéncia de remogao de polineas na populagao de B. jpanemense (Tab. 2).

OUTROS VISITANTES

No campo, pequenas moscas da espécie Liohippellates cf. pusio (Chloropidae)
frequentemente foram encontradas pousadas no escapo ou mais raramente no apice da sépala
dorsal de B. weddelli , sem contudo explorarem outras partes da flor. Cince individuos de uma
especie do género Appalates (Chioropidae) foram observados alimentando-se na base do labelo de
B. ipanemense em casa de vegetagdo, entretanto sem conseguirem retirar as polineas da flor por

causa de seu tamanho bastante reduzido (cerca de 1,5mm). Um individuo desta mesma espécie e
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de outra também deste género foram observadas com o mesmo comportamento em flores de
B. involutum em casa de vegetacao.

Aranhas Tomisidae foram frequentes nas inflorescéncias das trés espécies, especialmente
em B. weddellii e B. ipanemense. Estas assumem uma coloragdo amarelo-esverdeada, semelhante
a das flores destas duas espécies, e predam os visitantes quando estes pousam (Fig. 10C).
Comportamento semethante foi observado em aranhas Salticidae, de coloragdo escura, presentes
nas flores de B. involutum.

Patrulhamento por formigas de uma espécie pertencente ao grupo gracilis do género
Pseudomyrmex (Pseudomyrmecinae) foi bastante comum em inflorescéncias de B. ipanemense.
Estas formigas capturam os individuos de Milichiidae e os jogam para fora da flor, Estas formigas

ndo exploraram o néctar formado na base do labelo, & nenhum nectario extrafloral foi encontrado.

Producéao de flores e taxa de frutificacao

Em B. weddelli e B. ipanemense, 10 a 20% das inflorescéncias que iniclaram o seu
desenvolvimento ndo chegaram a produzir flores, devido a herbivoria. J& em B. involutum estes
valores foram bem superiores, chegando a 65% das inflorescéncias morrerem antes da antese
(Tab. 3). Butbophyllum ipanemense possui em média um maior nimero de flores por inflorescéncia,
seguido por B. weddellii (Fig. 11A-C)

Das inflorescéncias onde chegou a ocorrer a antese de alguma flor, 40 a 80% iniciaram a
frutificag@o. Porém, cerca de 35% destas perderam todos os seus frutos antes da maturidade. De
todas as espécies, B. jpanemense foi quem teve a parcela mais elevada da populagdo produzindo
frutos.

O nidmero de frutos inicialmente desenvolvidos foi muito baixo em fodas as espécies,
variando de 5 a 10% em relagdo ao ndmero total de flores. Além disso, como varios destes frutos
nao chegaram a maturidade, a taxa efetiva de frutificagéo caiu para 3 a 8%, tendo em média apenas
0,1 a 1,6 frutos por inflorescéncia. Cada inflorescéncia produziu normalmente apenas de 1 a 3
frutos, raramente mais (Fig. 11D-F). Somente as inflorescéncias de B. ipanemense que
eventualmente chegaram a desenvolver um numero maior, com até 6 ou 8 frutos. Nao existiu
nenhuma correlacdo entre numero de flores e nimero de frutos desenvolvidos por inflorescéncia nas
frés especies.

A maior taxa de frutificagdo foi observada em B. ipanemense, € a menor em B. involutum.
Mesmo com diferenga entre taxas de frutificagéo, em todas espécies o nimero de polineas retiradas

por fruto formado foi muito semelhante. Um sumario dos dados de produgédo de flores e frutos

encontra-se na Tabela 3.
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Herbivoria

Foi observada a presenga de afideos em inflorescéncias de B. involutum e B. weddellii, com
maior incidéncia nesta ultima espécie (Fig. 12). Estes se encontravam principalmente nos botdes
florais ou no ovario das flores, sendo mais frequentes no inicio e no pico da floragdo. Pode ser
verificado que varias flores foram perdidas devido a agdo destes insetos, com os botdes murchando
ou secando anteriormente a antese ou estas tendo seu periodo de disponibilidade reduzido.

A perda por herbivoria mais significativa deu-se através da ac@o de insetos cortadores,
provavelmente formigas (Fig. 3,12; Tab. 3). Estas perdas foram menores em B. ipanemense (10%) e
B. weddellii (20%). Ja a maioria das inflorescéncias de B. involutum foram totalmente (64%) ou
parcialmente (15%) cortadas ainda no inicio de seu desenvolvimento. Examinando inflorescéncias
produzidas em estagdes anteriores e que permanecem secas na planta por um longo periodo, pode
ser constatado que este tipo de agdo de herbivoros cortadores tem ocorrido frequentemente nestas
populagbes.

Em 34% das inflorescéncias de B. jpanemense ocorreu predacdo de partes florais,
principalmente do labelo. Estas flores foram na maioria das vezes funcionalmente inutilizadas devido
a esta herbivoria.

Aléem disto, 15 a 20% das inflorescéncias de B. involutum e B. weddelli secaram ou
murcharam inteiramente no inicio ou durante o desenvolvimento. Porém, apesar de indicios da acao

de algum herbivoro, supostamente afideos, a causa néo pode ser confirmada.

Tabela 1- Numero de visitas realizadas e espécies de Milichiidae visitantes as flores de B. weddellii,
B. involutum e B. ipanemense, no campo. Sao fornecidos o comprimento e altura dos insetos
(comp.tdesv.pad. x alt.tdesv.pad.); CV indica a presenca de visitas pela espécie em individuos

cultivados em casa de vegetagio.

espécie Pholeomyia sp.1  Pholeomyia sp.2* Pholeomyia sp.3  Fholeomyia sp.4 Desmomelopa sp. total
(2,940,2X1,340,1)  (2,84£0,2X1,3£0,3) {(2,440,1X1,1£0,1)  {1,940,2X0,820,1) (1,5%0,7)
B. weddellii 4 (11,1%) _ 33 (88,9%) +CV cv _ 37
B. involutum 12 (50,0%) cv B (33,3%) + CV cv 4 (16,7%) +CV 24
B. ipanemense _ _ _ 407 (100%) + n 407
cv

*Pholeomyia sp.1 @ Pholeomyia sp.2 s&o morfologicamente muito semelhantes, e podem representar apenas
variagdo de uma mesma espécie.
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Tabela 2- Numero de polinarios removidos em flores de B. weddellii, B. involutum e B. ipanemense.

Obtide a partir de flores fenescidas coletadas aleatoriamente nas populagdes.

espécie flores examinadas  polinarios removidos
B. weddellii 33 17 (51,5%)
B. involutum 61 24 (39,3%)
B. ipanemense 78 72 (92,3%)

Tabela 3- Producgao de flores e de frutos em condigbes naturais em B. weddellii, B. involutum e

B. ipanemense no ano de 1996.

espécie B. weddellif B. involutum B. ipanemense*
n? inflorescéncias inicial 66 134 32
infloresc. floresceram (antese ocorrida em ao menos 62,12% 34,33% 90,93%
uma flor) '

inflorese, iniciaram frutificacac 31,82% 13,43% 68,75%
razdo n? infloresc. inic. frutif./ floresceram 51,22% 39,13% 75,86%
infloresc. completaram frutif. 24,24 % 9,70 % _

razéo n® infloresc. completaram frutif./floresceram 39,02% 28,26% -

razdo n® infloresc. completaram frutif./inic. frutif. 76,19% 72.22% _

n® flores 798 504 661
flores por infloresc. (mediatdp; min-max) 10,4646,78: 3-34 10,96+46,71; 1-27 22,79+10,87; 1-36
frutos iniciaram desenvolvimento 5,64% 5,36% 10,22%
frutos completaram desenv. 80,00% 70,37% _

razdo n® frutos complet. desenv./n® flores 4,51% 3.77% <10,22%
meédia de polineas removidas por fruto formado 11,4 10,4 11,7
razdo n® frutos/inflorescéncia 0,55 0,14 <163

* devido ao ndo acompanhamento mensal de B. ipanemense, alguns nimeros sao estimados. N° de flores = 509 flores
onde j& havia ocoitido a antese + 152 botSes. Taxa de frutificacdo baseada apenas nas 509 flores.
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Figura 1- Populagdo de B. weddelli (A) e B. involutum (B) crescendo sobre rochas em campos

rupestres da Serra do Cip6, Santana do Riacho-MG.

24



80 .
70 A

'wB.weddelli

'm B.involutum |
B. ipanemense |

individuos florescendo (%)

ol © ~r
& o (o2}
(=3} o o}
— — —
ano

‘mB weddelii
0 B. involutum

individuos (%)

m B. ipanemense \
VS |

nimero de floragdes (1992/1996)

Figura 2- Percentual de individuos de B. weddellii, B. involutum e B. ipanemense florescendo (A) e
ndimero de floragdes por individuo (B) nos anos de 1992 a 1996. Estimado a partir de 50 individuos

por espécie.

25



%0 ¢ B. weddellii A
=
.u!; — o botéo
§ g flOragéo
§ |t Frutificagso
é —y— herbivoria ‘
£ |
= = o S © s =
S & E 8 £ 2 7
R 8 g & 8 8 N
data
100 _
%0 N\ B. involutum B
3
s
£
[Tl
3 g DOtdo
LX)
§ —e— floragdo
= e 1 P ICBCEO
- 3¢ herbivoria
- =
e b b = © = =
s £ £ s £ 2 F
8 &8 g & § 8 °
data
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Figura 5- B. weddelflii. A-Inflorescéncia. B- Inflorescéncia em vista superior. C- Flor. Barras de escala
=2,0cm (A) e 1,0cm (B, C).
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Figura 6- A- Flor de B. involutum. B- Flor de B. ipanemense. Barras de escala = 1,0cm.
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Figura 8- A- Pholeomyia sp.3 alimentando-se na baée do labelo de fior de B. weddellii. Note que o
inseto ndo toca a coluna. B- Pholeomyia sp.3 presa na coluna, colada ao viscidium da flor de
B. weddellii. Observe que apenas o labelo da flor com o polinizador permanece ereto, devido ao
inseto estar se segurando a ele forgando a sua saida para tras. C- Pholeomyia sp.3 com polinario de
B. weddellii aderido a regido dorsal do térax. Barras de escala = 0,5¢m (A, B) e 0,5mm (C).
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Figura 9- A- Pholeomyia sp.1 alimentando-se na base do labelo de flor de B. involutum. Note que o

inseto ndo toca a coluna. B- Pholeomyia sp.1 com polinario de B. involutum logo apés sua remogéo,
permanecendo na mesma flor. C- Pholeomyia sp.1 com polinario de B. involutum aderido a regido

dorsal do térax. Barras de escala = 0,5cm (A, B) e 0,5mm (C).
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Figura 10- A- Pholeomyia sp.4 com polinario de B.jpanemense logo ap6s sua remogao,

permanecendo na mesma flor. B- Pholeomyia sp.4 com polinario de B. ipanemense aderido a regido

dorsal do torax. C- Aranha Tomisidae em flor de B. jpanemense capturando individuo de

Pholeomyia sp.4. Barras de escala = 0,5cm (A, C) e 0,5mm (B).
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Figura 11- Frequéncia de formagdo de flores (A-C) e de frutos (D-F) por inflorescéncia sob

condigdes naturais em B. weddellii (n=66), B. involutum (n=134) e B. ipanemense (n=32).
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Figura 12- Ocorréncia de herbivoria no campo em infiorescéncias de B. weddellii (n=66) (A) e

B. involutum (n=134} (B) no periodo de janeiro a julho de 1996. Dados cumulativos, exceto para

presencga de afideos.
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DISCUSSAO

Polinizagao

A familia Milichiidae compreende cerca de 225 espécies de pequenas e inconspicuas
moscas de 1 a 5mm de comprimento, distribuidas em 19 géneros, muitos deles cosmopolitas
(Sabrosky, 1987a). As larvas de Milichiidae vivem em fezes ou em material vegetal e animal em
decomposi¢do, e os adultos sdo mirmecdfilos, facultativamente antofilos e comensais de predadores
de insetos (Sabrosky, 1959, 1973, 1987a; Netto, 1989; Peeters et al., 1994). Além de Orchidaceae,
polinizag@o por Milichiidae tem sido reportada em Aristolochia (Brantjes, 1980, Wolda & Sabrosky,
1986) e varios géneros de Asclepiadaceae (Vogel, 1961, Sabrosky, 1987b; Meve & Liede, 1994).

A miiofilia em Orchidaceae esta principalmente associada as familias Mycetophilidae,
Sciaridae, Syrphidae e Drosophilidae (e.g., Pijl & Dodson, 1966; Ackerman & Mesler, 1979, Reeves
& Reeves, 1984; Chase, 1985; Dafni & Calder, 1987; Pedersen, 1995, Bénziger, 1996) ou mais
raramente a outras familias (e.g., Patt et al., 1989). Para uma revisdo do assunto, veja Christensen
(1994). Polinizagdo por Milichiidae na familia foi mencionada apenas para duas espécies
neotropicais de Bulbophyilum, B. correae Pabst (Braga, 1977) e B. involutum (Sazima, 1978; como
B. warmingianum Cogn.). Jones & Gray (1976) reportam moscas Lonchaeidae como polinizadoras
de B. longiflorum Thouars, Smythe (1969) cita Strumeta (Tephritidae) polinizando B. baileyi F. Muell,,
Jones (1985) menciona Calliphora tibialis (Calliphoridae) como polinizador de B. weinthalii
R. Rogers, sendo todas estas espécies australianas. Infelizmente, os outros trabalhos sobre
polinizagdo de espécies deste género ndo designam a identidade dos polinizadores, citando apenas
gque s30 moscas (e.g., Ridley, 1880; Pijl & Dodson, 1966).

Apesar de escassos os estudos de miiofilia em Orchidaceae, € interessante notar a
exclusividade, até o presente, da polinizacdo por Milichiidae em espécies de Bulbophyilum
neotropicais, sendo estas, distintas morfologicamente, néo relacionadas (exceto B. involutum e
B. ipanemense, que sdo muito préximas) e que ocorrem em ambientes diversos e distantes
geograficamente (B. correae é epifita na Floresta Amazédnica). Um maior nimero de estudos de
caso de polinizagdo na familia, principalmente em Bulbophyllum, tanto neotropicais quanto do Velho
Mundo, e nas Pleurothallidinae, que apresentam grande convergéncia com este género devido a
sistemas de polinizacao similares (Dressler, 1981, 1993), sera de grande importancia para definir se
realmente existe aiguma especificidade na polinizacdo por este grupo de moscas. Isto certamente

ajudard a esclarecer as idéias sobre tendéncias evolutivas, filogenia e natureza da grande
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diversidade morfolégica em Bulbophyllum, um dos mais complexos géneros de Orchidaceae
(Vermeulen, 1991).

Independente da existéncia de especifidade de polinizadores a nivel de maiores grupos, a
relacdo a nivel de espécies observada neste trabalho & notavel. A ocorréncia das mesmas especies
de Milichiidae visitando as flores das espécies de Bulbophyllum no campo e em casa de vegetagao é
surpreendente, principaimente devido a distancia (310 e 540km) e diferenga entre estes ambientes.

Sabe-se pouco sobre especificidade entre moscas e orquideas (Dressler, 1981), mas o odor
tem sido citado como desempenhando o principal papel na atragdo destes insetos, € a base para
uma possivel especificidade destes visitantes (Pijl & Dodson, 1966; Jones & Gray, 1976; Proctor et
al., 1996). Este parece ser o caso da relagdo entre as espécies de Bulbophyllum e Milichiidae
observadas. O deslocamento erratico dos visitantes em diregéo a flor e visitas principalmente nas
flores mais novas indicam uma atragao olfatéria e ndo visual, pelo menos a curtas distancias {Jones
& Gray, 1976; Faegri & Pijl, 1979).

O fato de Pholeomyia sp.4 ter sido o Unico visitante de B. jpanemense no campo (n=407) e
em casa de vegetacdo (n>100; exceto 5 individuos de Apallates, Chloropidae) sugere uma forte
relagdo entre estas duas espécies, que também pode estar ocorrendo em outras poputagbes desta
orquidea. Pholeomyia sp.4 provavelmente responde a um diferente espectro de odores do que as
outras espécies do género observadas. Isto pode ser evidenciado pelas visitas desta espécie as
flores de B. weddeliii e B. involutum, enquanto as outras espécies de Pholeomyia (sp.1, sp.2, sp.3)
que visitaram estes Bulbophyflum no campo e em casa de vegetacio ndo foram observados em
flores de B. ipanemense. Isto é bastante intrigante, principaimente devido a semelhanga morfolégica
e proximidade entre B. involutum e B. ipanemense (CAPITULO 4).

Em orquideas, os limites entre as sindromes da miiofilia (s.s.) e sapromiiofilia sdo bastante
imprecisos (Pijl & Dodson, 1966; Sazima, 1978). A presenca de néctar, a coloragao com mistura de
amarelo e purpura, presenca de apéndice movel (labelo} associados a odor desagradavel! atraindo
moscas sapréfogas frustram qualquer tentativa de enquadrar B. ipanemense dentro de exatamente
uma destas duas sindromes. A principio, B. weddellii seria mais facilmente enquadrado na sindrome
tipicamente miidfila (flores principalmente amarelas, odor adocicado e presenga de neéctar), e
B involutum ha sindrome da sapromiiofiia (odor desagradavel e flores purpuras) apesar da
presenga de néctar. Mas o fato destas duas espécies compartilharem as mesmas espécies de
polinizadores deixa ddvidas quanto ao posicionamento destas duas espécies em sindromes e
levanta a questdo se realmente existem limites entre miiofilia e sapromiiofilia em Orchidaceae.

Proctor et al. (1996) tém argumentado que independente da flor oferecer néctar, moscas
saprofogas sdo atraidas pelo instinto de reproducao (oviposigéo), sendo caracterizado um engodo
ao visitante. A alta taxa de remogdo de polineas associada & baixa frutificacéo indica que estes

visitantes ndo possuem tendéncia a retornar as flores destas espécies, caracterizando o engodo.
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Desta forma, apesar de facultativamente antofilas, estas moscas provavelmente nio estdo sendo
atraidas as flores destas orquideas pela possibilidade delas representarem recursos alimentares.

Na presenca de odores adocicados, algumas moscas sapréfogas preferem flores amarelas
em relagdo as purpuras, ao passo que se ambas possuem odor putrescente elas preferem flores
purpuras em relagdo as amarelas (Barth, 1985). Isto pode explicar a atragdo dos mesmos
polinizadores a flores diferentes em varios aspectos (cor predominante, odor e forma) como as de
B. weddellii e B. involutum.

Este compartilhamento de polinizadores, associado a floragdo no mesmo periodo e
ocorréncia em mesmo habitat, favorece a hibridizagao entre estas duas espécies, que foi realmente
observada (CAPITULQ 5). Porém ela é minimizada devido a fatores como a diferente hierarquia de
visitas entre os dois polinizadores e baixo grau de fertilidade entre as espécies (CAPITULO 3). Além
disto, a possibilidade de apenas a unidirecionalidade da polinizagao, uma vez gue as polineas de
B. weddellii ndo se encaixam na cavidade estigmatica de B. involutum reduz em 50% as chances de
polinizagdo interespecifica (CAPITULO 2). Desta forma, e por causa do elevado grau de
autoesterilidade do hibrido (CAPITULO 5), a identidade entre estas duas espécies & mantida, o que
é refletido na auséncia de problemas taxondmicos entre elas quando se examinam materiais de
herbario ou populacdes no campo (obs. pess.).

Em espécies de orquideas mais préximas, como B. involutum e B. jpanemense, onde estas
barreiras a formagéo e estabelecimento de hibridos sdc menores (CAPITULOS 2 e 3), a atragdo de
diferentes polinizadores € um fator preponderante para a manutencao da identidade das espécies
(Dodson, 1962; Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1968). Em casa de vegetacio, as flores de
B. ipanemense nao atrairam os polinizadores de B. involutum, mas as flores desta Ultima espécie
atrairam o polinizador de B. ipanemense, que foi ineficiente em efetuar a polinizagao. Este sistema,
onde a acio seletiva de odores especificos € apenas parcialmente responsavel pela especificidade
com barreiras mecanicas produzindo adicional seletividade é relativamente comum em Orchidaceae
{(Dodson, 1962), e tambem foi observado em espécies de Arisfolochia polinizadas por Milichiidae
(Brantjes, 1980).

Poréem, estas barreiras entre B. involutum e B. ipanemense séo aparentemente frageis. Estas
espécies florescem sincronicamente e ccupam o mesmo tipo de habitat, podendeo ocorrer juntas
devido a ampla distribuicdo ao longo da Cadeia do Espinhago. Nesta situagdo, os individuos de
B. involutum com flores menores podem ser polinizados pelos pequenos polinizadores de
B. ipanemense e ocorrer a hibridiza¢ao. Isto explicaria as dificuldades taxondmicas encontradas no
grupo ao qual estas duas espécies pertencem (CAPITULO 4).

Radialidade, presenca de apéndices méveis e coloragdo purpura ou amarelada com
manchas purpuras sao caracteristicas comuns em plantas polinizadas por moscas, relacionadas

também na atragao destes polinizadores (Pijt & Dodson, 1966; Faegri & Pijl, 1979; Proctor et al.,
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1996). A inflorescéncia de B. weddellii apresenta um tipo de radialidade diferente ac das outras
espécies, desenvalvida a partir da disposigdo das flores lembrando um capitulo de Asteraceae,
comum em Bulbophylium sect. Cirrhopetalum (Koehler & Davenport, 1983). O outro tipo de
radialidade, devido ao menor tamanho das pétalas e labelo em relagdo as sépalas, também aparece
em muitas Pleurothallidinae. Estas caracteristicas tém sido interpretadas como um retorno a
radialidade em decorréncia da miiofilia.

A presenga de apéndices méveis associada & polinizacdo por moscas esta relacionada ao
instinto de agregacio destes insetos, que possuem tendéncia a serem mutuamente atraidos
opticamente (Meve & Liede, 1994). O labelo destes Bulbophylfum vibra muito facilmente ao vento,
chamando a atengéo dos polinizadores para as fiores. O vento, apesar de afetar positivamente a
atragao a distancias maiores pela movimentagao do labelo, compromete a atragao olfativa nestas
areas abertas (Barth, 1985), o que pode explicar o menor nimero de visitas nos horarios e locais
onde este foi mais forte. O maior nimero de visitas muito curtas e de aproximacdes sem o inseto
pousar nestes mesmos horarios e locais também mostra que o vento pode agir negativamente
espantando ou prejudicando o pouso do visitante. Estes efeitos também foram observados em
outras orquideas polinizadas por moscas (Jones & Gray, 1976; Dafni & Calder, 1987). Apesar destes
aspectos negativos, o vento é absolutamente essencial para ¢ processo de polinizacdo destas
espécies de Bulbophyllum, devendo entdo haver um balango 6timo entre estes fatores que séo
influenciados positivamente e negativamente. Este balango pode ser expresso simplesmente na
velocidade do ar onde foi possivel ocorrer a polinizagéo, entre 1,0 e 1,5m/s.

Em especies de Bulbophyllum ocorrentes em florestas, o mecanismo de polinizagdo sempre
observado foi 0 de desequilibrio do labelo pelo peso do inseto (Ridley, 1890; Pijl & Dodson, 19686;
Jones & Gray, 1976; Braga, 1977). Este outro mecanismo, onde é necessaria a acdo do vento,
restringe-se até o momento a espécies de campo rupestre. Isto sugere que este mecanismo deve
ter evoluido associado a areas abertas, onde barreiras ao vento siio menores ou inexistentes, sendo
favorecido em locais com ventos mais fracos, de até 2,0m/s durante maior parte do horario de visitas
dos polinizadores.

A autopolinizago nas trés espécies é dificultada por diferentes maneiras. O mecanismo que
ocorre em B. weddellii, onde o inseto, devido ac esforgo em sair da flor, associado ao peso do labelo
& praticamente arremessado da flor, é aparentemente menos eficiente, uma vez que ele pode
retornar logo em seguida, embora este retorno ndo tenha sido observado. Ja o mecanismo
apresentado por B. involutum e B. ipanemense é mais “refinado”. A necessidade de diminui¢io do
tamanho das polineas evita a autopolinizagdo mesmo que o inseto permanega na flor por quase
duas horas (CAPITULO 2). Este sistema & mais fragil em B. jpanemense, porque mesmo com O
inseto permanecendo menos tempo em média em cada flor do que em B. involutum, ele percorre as

varias flores em antese na mesma inflorescéncia, aumentando as chances de geitonogamia. Em
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B. involutum, onde duas flores nio coexistem temporalmente na mesma inflorescéncia, isto nfo se
torna possivel. Mesmo nao sendo ausentes de falhas, os dois mecanismos parecem resolver em
grande parte o problema da tendéncia destas moscas permanecerem por um longo periodo na flor,

o que acarretaria em menor frequéncia de polinizagdo cruzada.

Sucesso reprodutivo

A taxa de frutificagdo nas trés espécies (3,8 a 7,9%) foi muito baixa. Em Orchidaceae, baixa
produc¢do de frutos é encontrada principalmente em espécies polinizadas por moscas (e.g., Dafni &
Calder, 1987; Christensen, 1992; Pedersen, 1995; Banzinzer, 1996) e em espécies cujas flores nao
oferecem recompensa ao polinizador (e.g., Dafni & Calder, 1987; Montalvo & Ackerman, 1987,
Ackerman, 1989; Zimmerman & Aide, 1989}, sendo, ambos os casos, sistemas baseados no engodo
do polinizador. Por outro lado, espécies com flores que oferecem recompensa tém normalmente
taxas de frutificacdo mais elevadas (e.g., Thien & Utech, 1970; Patt et al., 1989; Rodriguez-Robles et
al., 1992; Pleasants & Moe, 1993; Ackerman et al., 1984). Apesar da semelhante baixa frutificacdo
em espécies miidfilas e espécies que ndo oferecem recompensa, as primeiras possuem um maior
nuamero de polineas removidas por fruto desenvolvido.

Por causa destas caracteristicas, Diptera tém sido considerados frequentemente como
polinizadores ineficientes, caracterizados por falta de constancia e comportamento casual,
realizando polinizagdo irregular e insegura (Pijl & Dodson, 1966; Faegri & Pijl, 1979; Bierzychudek,
1981; Chase, 1985; Christensen, 1994). Tremblay (1992) tem argumentado que em orquideas,
devido ao “empacotamento” de todo o pdlen de uma flor em poucas unidades, polinizadores
eficientes sd0 necessarios, e plantas atraindo polinizadores ineficientes estariam sofrendo forte
selecdo contraria, ja que ocorreria uma perda substancial do esforgo reprodutivo.

Em muitos casos, uma elevada produgdo de frutos em uma estagdo pode afetar o
crescimento vegetativo, a reprodugao sexuada no futuro ou até mesmo a sobrevivéncia a longo
prazo, de maneira que as vantagens a curto-prazo sao obscurecidas, caracterizando uma limitagao
de recursos (Schemske, 1980; Montalvo & Ackerman, 1987; Zimmerman & Aide, 1989). Isto faz com
que populagbes de algumas espécies de Orchidaceae tenham predominantemente individuos
apresentando inflorescéncias com menor nimero de flores, a despeito do maior sucesso
reprodutivo, medido através da produgdo de frutos, obtido por um maior display floral (Schemske,
1980; Zimmerman & Aide, 1989; Rodrigues-Robbles et al., 1992).

O aborlo de frutos, a floragao infrequente e apenas apos a estagdo seca e a baixa proporgao
da populagdo florescendo nas trés espécies estudadas s&o indicativos de limitagdo de recursos, o
que é esperado em plantas vivendo diretamente sobre rochas (Montalvo & Ackerman, 1987

Ackerman, 1989; Zimmerman & Aide, 1989). Nestas condicoes, estas espécies estdo vivendo
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constantemente uma “barganha” entre a reproducdo presente e o crescimento, reproducdo e
sobrevivéncia futura (Zimmerman & Aide, 1989). Assim, a produgio de frutos pode ndo medir o
“fitness” real, e representatividade na proxima geragdo depende n3o apenas da produgio de
sementes, mas também da longevidade das plantas parentais. Em muitas situagdes, “fitness” neste
altimo sentido € maximizado sob moderados ou baixos niveis de frutificagdo, o que implica em
também baixos niveis de polinizagdo (Montalvo & Ackerman, 1987; Calvo, 1990; Proctor et al.,
1996).

Isto deve ser particularmente adaptativo em plantas com reproducdo vegetativa, como
B. weddellii, B. involutum e B. jpanemense. Clones podem viver centenas de anos (Harberd, 1961) e
a formagdo de novos individuos por reprodugéoc sexuada pode ser importante para a reproducgio da
espécie apenas a longo prazo ou para colonizar novos locais (Pijl & Dodson, 1866; Proctor et al.,
1996).

Entdo, nestes casos onde a limitagdo de recursos estid presente, € mais importante a
existéncia de mecanismos assegurando que estes escassos casos de reprodugdo sexuada sejam
através de polinizagao cruzada do que uma produgdo massiva de frutos em apenas uma estacio.
Neste aspecto, especificidade de polinizadores e a presenca de barreiras mecanicas em
B. involutum e B. ipanemense (CAPITULO 2) e comportamentais evitando que o polinizador
permanega na flor ap6és a remogdo das polineas em B. weddelli estdo desempenhando um
importante papel. Estes tipos de barreiras sdo mais interessantes do que barreiras genéticas, como
aufoincompatibilidade, no sentido que eles evitam uma perda de pdlen ou de évulos em polinizagdes
gue envolvem baixa variabilidade ou hibrida¢ao. |

Buibophyllum (ca. 1000 spp.; pantropical) e Pleurothallis (ca. 1200 spp.; neotropical), os dois
maiores géneros da familia, e caracterizados por uma grande diversidade morfologica, sao
polinizados por ineficientes Diptera. Além disso, miiofilia € um carater derivado e que surgiu varias
vezes nas Orchidaceae (Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981, 1993). Isto indica o sucesso da miiofilia
na familia e destes grupos em particular. Todas estas caracteristicas demonstram que a miiofilia
(ndo fazendo distingdo a sapromiiofilia) e outros sistemas de engodo que acarretam em baixa

frutificagdo podem ser adaptativos e evolucionariamente estaveis sob certas condigdes.
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CAPITULO 2

Variagdo temporal no tamanho do polinario apos a sua remoc¢ao
em espécies de Bulbophyllum Thouars: um diferente mecanismo

de se evitar a autopolinizagao em Orchidaceae.

| carefully described to Huxley the shooting out of the pollinia in Catasefum, and

received for an answer, “Do you really think | can believe all that?”

Charles Darwin, carta ndo publicada, 1868,
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RESUMO

Logo apos a remogdo do polinario em Bulbophyllum involutum Borba, Semir & F.Barros e
B. ipanemense Hoehne (Orchidaceae), duas espécies estreitamente relacionadas, este possui
aproximadamente o dobro do didametro da entrada da cavidade estigmatica, necessitando de 105 a
135 minutos em meédia para que diminua em tamanho e possa ocorrer a polinizagdo, com apenas a
largura reduzindo significativamente. Como os polinizadores destas especies permanecem alguns
minutos na mesma flor apds a remogao das polineas, este mecanismo, ainda nao conhecido nas
Orchidaceae, € muito importante para evitar a autopolinizagdo. Em B. weddelfii (Lindl.} Rchb. f., este
mecanismo ndo ocorre, e o0 polinizador ndo tem este comportamento de permanecer na flor apés a
remocio das polineas. O menor didmetro da cavidade estigmatica em B. involutum diminui em 50%
as chances de polinizacdes interespecificas com B. weddellii, podendo o cruzamento ocorrer em
apenas uma direcio. Isto é importante em ajudar a assegurar o isolamento entre estas espécies

simpatricas, com eventos fenologicos sincronizados e que compartitham os mesmos polinizadores.
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INTRODUGAO

De uma maneira geral, a morfologia floral das Orchidaceae favorece a polinizacdo cruzada.
Salvo raras excegdes, existe uma marcada hercogamia, com a regido estigmatica posicionando-se
anteriormente a antera. A estrutura da flor faz com que o polinario seja normalmente removido
apenas quando o polinizador se retira dela (Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981).

Alem deste mecanismo comum a quase todas orquideas, outros mecanismos acessoérios
auxiiam em evitar a autopolinizagdo, tais como auto-incompatibilidade (Christensen, 1992;
Pedersen, 1995) e barreiras mecanicas temporais (barreiras que se desfazem com o tempo; e.g.
Adams & Goss, 1976; Catling & Catling, 1991). Muitas vezes a presen¢a destes mecanismos esta
associada a plantas possuindo polinizadores com comportamento de visitar varias flores na mesma
inflorescéncia ou de permanecerem na mesma flor algum tempo apds a remogao do polinario, como
moscas por exemplo.

Bulbophyllum involuturn Borba, Semir & F.Barros (inéd.), B. jpanemense Hoehne e
B. weddellii (Lindl.) Rchb. f. sdo espécies normalmente encontradas crescendo sobre rochas nos
campos rupestres brasileiros, polinizadas exclusivamente por espécies de moscas da familia
Milichiidae (CAPITULO 1) e autocompativeis (CAPITULO 3). Bulbophyllum involutum e
B. ipanemense sfo espécies estreitamente relacionadas (CAPITULO 4) e polinizadas por diferentes
espécies de moscas. Apds a remocgao das polineas, os polinizadores normalmente permanecem na
flor por alguns minutos, podendo também ir embora e algumas vezes retornar rapidamente a mesma
flor. A autopolinizacao porém nao foi observada, uma vez que logo apéds a retirada do polinario, este
ndo consegue passar atraves da abertura da cavidade estigmatica, devido a maior largura em
relagdo a esta. Uma vez que ndo & possivel ser depositada apenas uma parte do polinaric nestas
espécies, & necessario que ocorra uma diminuicdo no tamanho do polinario para que este possa
polinizar a flor. Em B. weddeflii o mesmo ndo acontece, e 0 polinizador é “arremessado” para fora da
flor no momento da remogéo das polineas. Bulbophyllum involutum e B. weddellii, sio espécies
sincronopatricas e compartilham as mesmas espécie de polinizadores, podendo ocorrer hibridagéo.
Aparentemente este mesmo mecanismo estd também envolvido em diminuir as possibilidades de
cruzamento interespecifico (CAPITULO 5).

O presente trabalho objetiva verificar e quantificar a variagdo em tamanho e alteracgées de
forma do polinario destas espécies apds a sua remocgio das flores em condigdes de laboratério e

correlaciona-las com a possivel fungdo de evitar a autopolinizagio e polinizagdes interespecificas.
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METODOLOGIA

Foram realizadas medidas do polindrio e da cavidade estigmatica de flores de
Bulbophyllum involutum, B. jpanemense e B. weddefli de individuos cultivados em casa de
vegetacdo do Departamento de Botdnica da Universidade Estadual de Campinas. Estes individuos
tinham sido coletados a aproximadamente guatroc meses nas mesmas populacdes onde foram
realizadas observagbes de biologia floral (CAPITULO 1). Veja CAPITULO 1 para uma descrigio e
valores de temperatura e umidade relativa das areas de ocorréncia destas populagées.

As flores foram coletadas preferenciaimente de individuos diferentes e sempre no final da
manha, horario de maior incidéncia de visitas dos polinizadores, sendo imediatamente levadas ao
laboratorio para a realizagao das medigdes. As flores de B. ipanemense (n=186) e B. weddellii (n=13)
foram coletadas no primeiro dia de antese, e as de B. involutum no primeiro (n=7) e terceiro (Gltimo)
(n=8) dias de antese.

O polinario das flores foi removido e mantido em placas de Petri a temperatura ambiente, que
variou de 23 a 26°C durante os intervalos de medigtes. Estas temperaturas sdo semelhantes as
temperaturas medidas nos locais de ocorréncia das populagbes nos horarios de visitas dos
polinizadores. O polinario e a cavidade estigmatica das flores foram desenhados em
estereomicroscopio Olympus SZH10 com objetiva de 6x equipado com camara clara, e as medidas
foram feitas a partir destes desenhos para se obter uma maior precisao. Foram tomadas medidas de
maior largura e comprimento da entrada da cavidade estigmatica, e de maior largura e altura do
polinario. Fol realizada a regresdo exponencial dos valores da largura do polinario dividido pela
largura da cavidade estigmatica em funcéo do tempo.

Material testemunho das espécies foi depositado no herbario UEC (B. weddellii, E.L.. Borba

151; B. involutum, E.L. Borba 150; B. ipanemense, E. L. Borba 177).

RESULTADQOCS

As flores de Bulbophyllum involutum e B. ipanemense possuem a entrada da cavidade
estigmatica com ambito retangular-alongado, possuindo uma relagéo entre largura e comprimento
aproximadamenie de 0,6. E£sta mesma relagéo nas flores de B. weddellii é cerca de 0,9, assumindo
a cavidade uma forma subquadrada (Fig. 1-3; Tab. 1).

O polinario das trés espeécies &€ formado por dois pares desiguais de polineas. Imediatamente
apos a retirada da antera no primeiro dia de antese, o dmbito destes polinarios é circular em vista
frontal e dorsal, com uma relacéo entre largura e altura variando de 1,0 a 1,2. Em vista lateral e

superior pode ser visto um achatamento dorsiventral nas polineas de B. weddellii, o que nao ocorre
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nas outras duas espécies, possuindo o polinario destas duas Ultimas uma forma clbica (Fig. 1-3;
Tab. 1).

Em B. involutum (primeiro e Ultimo dia) e B. jpanemense, logo apds a remoc¢do do polinario,
este ndo pode ser depositado na cavidade estigmatica da mesma flor devido a ser bem mais largo
do que a entrada desta (Fig. 1-2; Tab. 1). Em qualquer posigao que se tente fazer passar o polinario
através desta entrada, isto ndo é possibilitado. Isto ndo ocorre nas flores de B. weddellii, Nos raros
casos onde a relagao entre largura do polinario e da cavidade é superior a 1,0, o achatamento
dorsiventral deste permite que ele ultrapasse a entrada da cavidade obliquamente (Fig. 3; Tab. 1).
Porém, nao & possivel que polinarios de B. weddellii sejam depositados na cavidade estigmatica de
flores de B. involutum e B. ipanemense. Ja o contrario (polineas de B. involutum e B. ipanemense
em B. weddelliiy & possivel de ser realizado.

Em B. involutum e B. ipanemense, a largura dos polinarios decresce com o passar do tempo,
engquanto que a altura permanece praticamente constante (Fig. 1-2,4A-C). Desta forma, ocorre uma
modificacdo no @mbito do polinario, que se torna alongado apresentando um achatamento lateral.

Devido a este achatamento lateral gradativo, nas flores de B. involutum coletadas em
primeiro dia de antese, a relagdo entre largura do polindrio e da cavidade decresce
exponencialmente (y=1,770‘£e”°‘°°54t; onde y=relagdo enire largura do polinaric e da cavidade,
't=tempo em minutos; R?=0,6982; p<0,001). Apos 105 minutos em media, esta relagao atinge valor
igual a 1,0 (y=1,0) e o polinario pode ultrapassar a entrada da cavidade (Fig. 1,5A). Em algumas
flores, ja a partir de 60 minutos este valor é alcangado, podendo em outras isto demorar até 150
minutos para ocorrer. Nao foi observada nenhuma correlagio entre tamanho inicial do polinaric e o
tempo necessario para que esta relacao atinja valorigual a 1,0.

Em algumas flores de terceiro dia de antese pode ser notada a ocorréncia de uma pequena
diminuicdo na largura do polinario ainda dentro da antera. Isto leva a uma relagdo menor enire
largura do polinario e da cavidade logo apos a remog¢éo, quando comparado com fiores de primeiro
dia de antese (Tab. 1). Mesmo com esta diminuicdo em largura, é necessaria uma maior redugéo
posterior, 0 que também ocorre de maneira exponencial (y=1,5217e‘°‘°°23‘; R?=0,3864; p<0,001). Os
primeiros polinarios atingiram a largura da entrada cavidade apds 60 minutos, enquanto alguns
levaram acima de 210 minutos para ocorrer esta diminuicao. O tempo médio necessario foi de 183
minutos, ocorrendo uma variagéo entre as flores muito maior do que em flores de primeiro dia de
antese (Fig. 5B). Polinarios maiores levaram mais tempo para que ocorra a diminui¢do necessaria
em largura para que eles passem pela entrada da cavidade.

O mesmo foi observado em B. ipanemense, onde foram necessarios em média 135 minutos
para que esta relagao se iguale a 1,0 (y=1,67339'°'99383; R220,7296; p<0,001), variando de 100 a
acima de 210 minutos (Fig. 2,5C). Foi observada uma correlagio positiva entre tamanho inicial do

polindrio e tempo necessario para sua diminuigéo em largura.
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Os polinarios de B. weddelli se mantiveram praticamente constantes em largura e

comprimento, n&o fornecendo uma regresséo significativa (Fig. 3,4D,5D). A aparente dimuigao a 120

minutos seguida de aumento em tamanho se deve a ndo se ter realizada a medigao em todos os

polinarios a 210 minutos. Isto porque eles j& haviam se estabilizados em tamanho neste momento.

Tabela 1- Medidas e relagbes entre medidas da abertura da cavidade estigmatica e do

polinario de flores em primeiro e terceiro dia de antese de Bulbophyllum involutum e de

flores em primeiro dia de antese de B. jpanemense e B. weddelli. Medidas em milimetros;

mediatdesvio padrdc {maximo-minimo)

medidas B involutum  B. involutum  B. ipanemense  B. weddellif
{1° dia) (3° dia) n=16 n=13
n=7 n=8
largura cavidade 0.49+0,03 0,5120,04 0,44+0,03 0,85+0,10
(0,44-0,54)  (0,47-0,57) (0,40-0,51)  (0,74-1,05)
comprimento cavidade  0,90£0,14 0,94:+0,15 0,80+0,15 0,940,090
(0,70-1,09)  (0,70-1,09) (0,51-1,06) (G,77-1,08)
larg./comp. cavidade 0,56+0,09 0,55+0,09 0,57+£0,15 0,91+0,07
(0,44-0,68) (0,44-0,71) {0,41-0,96) {0,83-1,07)
largura polinario 0,94+0,09 0,83+0,14 0,8020,07 0,87+0,12
(0,81-1,12)  (0,61-0,98) {0,66-0,80) {0,69-1,04)
altura polinério 0,95+0,07 0,92+0,08 0,70+0,08 0,77+0,06
(0,86-1,04)  (0,80-1,01) (0,57-0,82) {0,68-0,90)
farg.falt. polinario 0,89+0,08 0,90+0,10 1,16x0,09 1,1320,15
(0,88-1,08)  (0,76-0,97) (0,85-1,29) (0,94-1,36)
larg. polinarioflarg. 1,82+0,22 1,64+0,26 1,82+0,18 1,03+0,16
cavidade (1,50-2,24)  (1,25-2,01) (1,53-2,18) (0,83-1,31)
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Figura 1- Bulbophylium involutum, flor em primeiro dia de antese. A- coluna em vista ventral,
indicando a regido do corte transversal (seta). B- corte transversal da coluna conforme indicado em

(A). C- polinarios em vista frontal com o tempo em minutos apods a sua remogao da flor indicado ao
lado. Note a projecao da largura da entrada da cavidade estigmatica.
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Figura 2- Bulbophyllum ipanemense. A- coluna em vista ventral, indicando a regido do corte
transversal (seta). B- corte transversal da coluna conforme indicado em (A). C- polinarios em vista
frontal (), dorsal (d), lateral () e superior (s) logo apés remogao da flor. D- polinarios em vista frontal

(f), dorsal {d), lateral (I} e superior (s) 120 minutos apés remogao da flor. Note a projegao da largura

da entrada da cavidade estigmatica.
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Figura 3~ Bulbophylium weddelli. A- coluna em vista ventral, indicando a regi@o do corte transversal
(seta). B- corte transversal da coluna conforme indicado em (A). C- polinarios em vista frontal ),
dorsal (d), lateral {I) e superior (s) logo apés remogao da flor, e 120 minutos apds remogéo da flor

(ndo ocorreu alteragéo no tamanho). Note a projegéo da largura da entrada da cavidade estigmatica.
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Figura 4- Proporgéo de largura e altura do polindric em diferentes tempos apds remocgéo da flor em
relacédo a largura e altura iniciais; 4 = largura/targura inicial ; ©- = altura/altura inicial; o desvio
padrao das amostras é representado. A- Bulbophyllum involutum, flores de primeiro dia de antese.

B- Bulbophyllum involutum, flores de terceiro (Uitimo) dia de antese. C- Bulbophyllum ipanemense.
D- Bulbophyllum weddellii.
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involutum, flores de primeiro dia de antese. B- Bulbophyllum involutum, flores de terceiro (Gitimo) dia

de antese. C- Bulbophyllum ipanemense. D~ Bulbophyllum weddellii.
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DISCUSSAO

Em Bulbophyilum involutum e B. ipanemense, respectivamente, foi observado que polinarios
de 39,3% e 92,3% das flores sdo removidos, em 100% e 67% das vezes os polinizadores
permanecem na mesma flor apbs a remogéao das polineas podendo autopoliniza-las, e, para cada
flor polinizada, 10,4 e 11,7 polinarios sdo removidos (CAPITULO 1). Por outro lado, em B. weddellii o
inseto € "arremessado” para fora da flor no momento da retirada das polineas, e em nenhuma vez
foi obsevado o seu retorno a mesma flor. Baseado nestes nimeros, como estas espécies sao auto-
compativeis (CAPITULO 3), caso nao houvesse alguma barreira mecanica impedindo a
autopolinizagdo, a taxa de frutos inicialmente desenvolvidos poderia ser aumentada de 5,36% para
39,3% em B. involutum, e de 10,22% para 65,1% em B. jpanemense (CAPITULO 1). Porém, em
B. involutum, como foi observado que o polinizador sempre permaneceu na flor apés a remogéo do
polinario, todos 05 frutos seriam formados a partir de autopolinizacdo. E dos frutos B. jpanemense,
apenas 5,1% seriam desenvolvidos por polinizagdo cruzada {valor que poderia ser inferior caso
considerarmos a possibilidade do inseto retornar posteriormente @ mesma flor).

Estas possiveis elevadas taxas de frutificagdo, com reduzido grau de polinizagdo cruzada,
seriam altamente prejudiciais a estas espécies, que estdo sob limitagio de recursos (CAPITULO 1).
Nestes casos, onde a limitagdo de recursos esta presente, a baixa taxa de frutificagdo pode ser
vantajosa (Schemske, 1980; Montalvo & Ackerman, 1987; Zimmerman & Aide, 1989; Proctor et al,,
1996), sendo mais importante a existéncia de mecanismos que assegurem gue oS eSCassos Casos
de reprodugdo sexuada sejam através de polinizagido cruzada do que uma produgdo massiva de
frutos em apenas uma estagéo (CAPITULO 1).

O tempo médio necessario para que o polinaric atinja um tamanho equivalente a largura da
cavidade estigmatica e possa passar através desta (120 minutos em B. involufum e 135 minutos em
B. ipanemense) e bastante superior ao tempo de permanéncia dos polinizadores nas flores apots
estes removerem as polineas (7 minutos em B. involutum e 1 a 14 minutos em B. jpanemense,
CAPITULO 1). Mesmo o tempo minimo observado para que isto ocorra (60 minutos em B. involutum
e 100 minutos em B. ipanemense) é suficiente para que a autopolinizagio seja evitada. A grande
diferenga entre tempo de permanéncia do inseto na flor e tempo para que o polinaric diminua de
tamanho oferece uma ampla margem de seguranga no'impedimento da autopolinizag¢do. Isto se
torna necessario, uma vez que o polinizador pode retornar @ mesma flor apds alguns poucos
minutos, como verificado em B. jpanemense (CAPITULO 1). Desta forma, esta diferenca de tempo
provavelmente & suficiente para que o polinizador va embora para outro local.

Em algumas flores, aparentemente ocorre uma diminuigdo em tamanho nos polinarios ainda
dentro da antera a medida que a flor envelhece. Isto explica a maior variagdo na relagdo entre

didmetro do polinario e diametro da cavidade nas flores de Gltimo dia de antese. Mesmo com esta
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relagdo inicial tendo sido menor do que nas flores de primeiro dia de antese, o tempo médio para
que esta relag@o atinja valor 1,0 foi superior nestas flores, provavelmente como um efeito da
pequena amostragem. Esta relacéo inicial menor, com ao menos manutengio do tempo medio para
que ela atinja valor 1,0, mostra que polinarios mais velhos possuem uma velocidade de diminuigao
reduzida em relac&o aos polinarios mais jovens, funcionando como um fator de compensacio. Foi
observado que as visitas dos polinizadores concentram-se quase todas no primeiro dia de antese
das flores, que coincide com ¢ maior periodo de emisséo de odores (CAPITULO 1). Desta forma,
nestas flores mais velhas a aufopolinizag8o é pouco provavel, mesmo que a diminuigio do polinario
dentro da antera seja grande o suficiente para que o tempo de permanéncia do inseto na flor seja
maior do que o tempo necessario para que a relacgio atinja 1,0.

Este mecanismo de diminuicdo do polinario certamente envolve desidratagdo. A diminuigdo
praticamente apenas em largura, exatamente a Unica necessaria a ocorrer, levando a uma
modificagdo na forma, € bastante intrigante. A organizagio estrutural das polineas destas espécies é
um interessante objeto de estudos posteriores.

Aparentemente este mecanismo néo foi citado anteriormente em Orchidaceae. Bulbophyllum
involutum e B. ipanemense s3o espécies estreitamente relacionadas (CAPITULO 4), o mesmo ndo
ocorrendo com B. weddellii. A extensao da ocorréncia deste mecanismo em outras espécies do
género é imprecisa. Observagdes preliminares indicam que possa ocorrer em espécies proximas as
duas primeiras e que apresentam um sistema de polinizagdo semelhante, como B. warmingianum
Cogn. e B. tripetalum Lindl.

As caracteristicas deste mecanismo indicam claramente uma adaptacio destas espécies,
como impedimento a autopolinizagdo, ao comportamento destas moscas de permanecerem por um
longo tempo nas flores a menos que elas sejam “expulsas” delas, como ocorre em B. weddellii, Em
varios trabalhos a respeito de polinizagdo de espécies de Bulbophyllum, os autores geralmente néo
mencionam ou sdo bastante vagos sobre o comportamento das moscas polinizadoras apés a
remog&do das polineas e as possibilidades de autopolinizagdo (e.g., Ridley, 1890; Jones & Gray,
1976; Braga, 1977). Chase (1985) observou que Drosophifa immigrans, a mosca polinizadora de
Pleurothallis endotrachys Rchb., permanece na flor apés a remogao do polinario, aparentemente
autopolinizando-a.

Meve & Liede (1994) também tém observado que moscas permanecem muito tempo nas
flores de espécies da tribo Stapelieae (Asclepiadaceae), e muitas vezes retornam rapidamente a
mesma flor, aumentando as chances de autopolinizacdo nestas espécies, que s3o auto-
incompativeis. Auto-compatibilidade & a regra geral em Orchidaceae, porém auto-incompatibilidade
também ocorre (Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1993). Auto-incompatibifidade tem sido reportada em
Stelis argentata Lindl. (Christensen, 1992) e Dendrochilum longibracteatum Pfitzer (Pedersen, 1895),

duas Orchidaceae polinizadas por moscas. Em alguns casos, barreiras mecanicas temporais séo
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mais vantajosas do que auto-incompatibilidade: a perda de pdlen, e em alguns casos de flores
inteiras, & evitada. Evitar perda de pdlen é particularmente importante em Orchidaceae e
Asclepiadaceae, onde todo ele estd reunido em apenas uma ou poucas unidades, as polineas
(Tremblay, 1992). Alem disto, estas barreiras formam um sistema mais plastico do que um
impedimento genético, o que ¢ especialmente importante na colonizagio de novas areas por um ou
poucos inviduos de uma espécie, ou no estabelecimento de novas espécies (Pijl & Dodson, 1966).

Outras barreiras mecénicas temporais impedindo a autopolinizagdo sdo encontradas em
Orchidaceae, em alguns casos associadas a polinizadores com o comportamento de efetuar visitas
longas ou de visitar vérias flores na mesma inflorescéncia. Ackerman & Mesler (1979) citam a
presenca de bloqueio do estigma pelo rostelo até um dia apos a retirada do polinario em Listera
cordata (L.) R. Br., uma espécie polinizada principalmente por moscas; porém a geitonogamia é
possivel. O mecanismo mais comum e a retencdo do capuz da antera nas polineas, que ocorre em
Tipularia discolor (Pursh) Nuttall (Stoutamire, 1978; Catling & Catling, 1991), Epidendrum anceps
Jacq. (Adams & Goss, 1976) e em espécies primitivas de Catasetum com flores hermafroditas (Pill &
Dodson, 1966). Nestes casos, apds varios minutos a antera desidrata e se solta do polinario. Além
da retengao da antera, Epidendrum anceps é também auto-incompativel, e o polinizador visita varias
flores em uma mesma inflorescéncia; desta forma o que se evita é a perda de polen (Adams & Goss,
1978). AlteragSes no estipe também tém sido observadas, como a torgio em Catasetum eburneum,
que possui flores hermafroditas (Dodson & Frymire, 1961), e curvamento em algumas espécies de
Oncidiinae (Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981). E interessante notar que estes mecanismos
ocorrem em varios grupos distantes filogeneticamente.

Uma vez que B. involulum e B. weddellii sdo espécies sincronopatricas e compartilham as
mesmas espécies de polinizadores (CAPITULO 1), este mecanismo é também importante em
diminuir as chances de hibridizagdo entre estas orquideas. As polineas de B. involutum podem
polinizar as flores de B. weddellii. Porém, como as polineas deste Gltimo ndo diminuem de tamanho,
elas nao conseguem passar através da estreita abertura da cavidade estigmatica de B. involutum,
reduzindo em 50% as possibilidades de cruzamento interespecifico. Outras barreiras parciais fazem
com que a existéncia de hibridos entre estas espécies sejam eventos raros na natureza (CAPITULO
3), e estes quando ocorrem sdo aparentemente devidos a contribuicdo de pélen por B. involutum
(CAPITULO 5).
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CAPITULO 3

Sistemas de reproducdo e potencialidade de hibridizagdo em
trés espécies de Bulbophyllum Thouars (Orchidaceae)

ocorrentes nos campos rupestres brasileiros.

At one end we have slightly odd lilies, at the other end, structures that practically

transcend the concept of flower...

Robert L. Dressler, “The orchids: natural history and classification”, 1981,
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RESUMO

Foram realizadas, experimentalmente, autopoliniza¢des, polinizacdes cruzadas intraespecificas e
interespecificas em Bulbophyllum weddellii {Lindl.) Rchb. f., B. involutum Borba, Semir e F.Barros e
B. ipanemense Hoehne (Orchidaceae). As duas Ultimas espécies sdo muito relacionadas, ¢ mesmo
ndo acontecendo com B. weddelliii As trés espécies sdc autocompativeis, sendo necessaria a
ocorréncia de polinizagdo por um vetor para o desenvolvimento de frutes. Em todos os tipos de
cruzamentos, ocorre uma elevada taxa de aborto de frutos e formagdo de sementes sem embrido,
sendo estes mais elevados nos cruzamentos interespecificos envolvendo B. weddelfii. Cruzamentos
entre as espécies proximas, B. involutum e B. ipanemense, fornecem valores de frutificagdo e
viabilidade de sementes semelhantes aos cruzamentos intraespecificos. Estes resultados
concordam com hipéteses correntes sobre potencialidade de cruzamento interespecifico refletindo
flogenia das espécies envolvidas. Exame dos tubos polinicos e dos frutos abortados indicam que
uma série de fatores podem estar envolvidos no grande nimero de aborto de frutos e sementes sem
embrido. A baixa fertilidade entre B. weddellii e B. involutum é importante para a manutencao do
isolamento entre estas espécies, que sao simpatricas, florescem no mesmo periodo e compartilham

os mesmos polinizadores.
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INTRODUGCAO

Em Orchidaceae, barreiras 4 autogamia e a hibridizacdo entre espécies dentro de um mesmo
género dao-se principaimente a nivel de polinizagdo (Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981, 1993).
Porém, excessdes a esta regra nao sado tao raras, ocorrendo também barreiras a nivel genético (e.g.
Johansen, 1990; Pedersen, 1995).

Varios estudos {ém mostradoc que barreiras genéticas interespecificas intragenéricas em
Orchidaceae ocorrem principaimente em espécies filogeneticamente menos relacionadas (Sanford,
1964, 1967; Stort, 1972, 1986; Scacchi et al. 1990}, concordando com a tecria da incongruidade
proposta por Hogenboom (1975). Segundo este autor, o ndo funcionamento de um cruzamento pode
ser devido ao grau de divergéncia evolutiva entre as espécies envolvidas, e nao a reagdes tipicas de
incompatibilidade. Algumas espécies onde normalmente ndo ocorre autopolinizagao tendem a
expressar uma depressao endogamica se autopolinizadas experimentalmente, provavelmente
devido a acimulo de alelos recessivos letais, o que normalmente ndo acontece em plantas que se
reproduzem comumente por autogamia {Tremblay, 1994).

Bulbophylium weddellii (Lindl) Rchb. f., B. involuturm Borba, Semir & F.Barros (inéd.) e
B. ipanemense Hoehne sado espécies frequentemente ocorrentes nos campos rupestres brasileiros,
ao longo da Cadeia do Espinhago. Estas espécies possuem eventos fenoldgicos sincronizados e sao
polinizadas por moscas da familia Milichiidae, normalmente através de polinizagdo cruzada
(CAPITULOS 1 e 2). Bulbophyllum involutum e B.ipanemense s&o espécies muito proximas
(CAPITULO 4), o mesmo ndo acontecendo com B. weddellii. Bulbophyllum involutum e B. weddellii
compartilham as mesmas especies de polinizadores. Isto faz com que estes trés taxa formem um
interessante grupo para estudos de sistemas de reproducao e de hibridizagao experimental.

Desta forma, este trabalho objetiva medir a capacidade de produgdo de progenie através de
autogamia e xenogamia em B. weddellii (L.indl) Rchb. f., B. involutum Borba, Semir & F.Barros e
B. ipanemense Hoehne e de hibridizag&o entre estas espécies, ulilizando-se para isto de

polinizagGes experimentais.

METODOLOGIA

Plantas de B. weddellii, B. involutum e B. ipanemense, mantidas em casa de vegetagdo do
Departamento de Botanica da Universidade Estadual de Campinas, Campinas-SP (22°49'S;
47°06°'W; ca. 700m alt.}, foram utilizadas em varios tratamentos de polinizagdo experimental. Os
individuos foram coletados de suas populacdes naturais em sua maioria cerca de trés a cinco meses

anteriormente a realizagdo dos experimentos. Os individuos de B. weddelli e B. involutum sao
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provenientes da Serra do Cipd, municipio de Santana do Riacho-MG (19°14'-19°19'S; 43°30-
43°33'W; ca. 1100 a 1400m alt.), e os de B. jpanemense de duas populages distantes cerca de
10km entre si, em ltutinga e Nazareno-MG (21°20'S; 44°34'W; ca. 1050m alt.). O clima do local de
ocorréncia de ambas populagbes é do tipo Cwb na classificacdo de Kéeppen, clima mesotérmico
com verdes brandos e estagao chuvosa no verdo, com estagdo seca de 3 a 4 meses coincidindo
com o inverno e periodo Umido de 7 a 8 meses, sendo semelhante ao clima da cidade de Campinas.
As espécies florescem de janeiro a julho, periodo que coincide com a estagdo umida. Para uma
caracterizagdo dos locais e das espécies, veja CAPITULO 1. Algumas poucas polinizacbes manuais
foram realizadas nas populacdes naturais, sendo indicadas no texto.

Foram realizados quatro tratamentos para cada espécie como receptora de pdlen:
autopolinizacdo, polinizagdo cruzada intraespecifica e polinizagbes interespecificas entre elas. O
nimero de polinizagdes variou entre cada tratamento e cada espécie, sendo dependente da
disponibilidade de flores. A ordem das polinizagdes em cada inflorescéncia foi realizada ao acaso,
sendo utilizadas flores em primeiro dia de anlese. Além das polinizacdes manuais, flores nao
polinizadas e n&o emasculadas foram ensacadas para protegdo de contato com polinizadores para
verificagio da ocorréncia de agamospermia efou autopolinizacdo espontanea. Foram
acompanhados o inicio de frutificacdo e o tempo de desenvolvimento dos frutos. Os dados de
polinizagbes manuais foram comparados com a taxa de frutificacdo nas populagbes naturais
(CAPITULO 1).

Frutos maduros tiveram suas sementes removidas na época da deiscéncia e colocadas em
uma solugdo de cloreto de 2, 3, 5-rifenilietrazdlio a 1% por 24 horas, que reage com a
desidrogenase presente em celulas vivas evidenciando uma coloragéo vermelha. Foi examinada em
microscopio uma amostra de 300 sementes por fruto e calculado o percentual de sementes viaveis.
Foram consideradas sementes viaveis aquelas que possuiam um embrido bem desenvolvido e que
reagiu com o tetrazolio apresentando-se corado de vermelho. Sementes sem embrido, com embrido
rudimentar ou gue nao apresentou-se corado de vermelho foram consideradas inviaveis (Fig. 1A).
Frutos coletados aleatoriamente nas populagdes naturais também tiveram o conteldo de sementes
viaveis avaliado.

A partir dos cruzamentos efetuados, flores que nao desenvolveram frutos, frutos abortados e
frutos maduros foram fixados em Carnoy por 24 horas e transferidos para alcool 70%.
Posteriormente foram tratados com NaOH 10N a 80°C e lavados em agua destilada. Em seguida,
foram corados com azul de anilina e examinados em microscopio de epifluorescéncia para
observacéo de crescimento de tubos polinicos e fertilizagao dos évulos (modificado de Dafni, 1992).

Polinarios foram colocados para germinar em solugéo de sacarose a 10% for cerca de 30
horas. Posteriormente foram fixados em FAA 70%, corados com carmim acético e examinados em

microscopio.
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O baixo numero de ndo formacdo de frutos e elevado numero de abortos de frutos em
desenvolvimento fez com que ndo fosse possivel uma andlise estatistica adequada dos dados,
sendo necessario para isto a realizagdo de um numero superior de cruzamentos. Desta forma este
trabalho limita-se a uma analise descritiva dos padrdes observados.

Material testemunho das espécies foi depositado no herbario UEC (B. weddellii, E.L.. Borba

151; B. involutum, E.L. Borba 150; B. jpanemense, E. L. Borba 177).

RESULTADOS

Taxa de frutificacaoc e viabilidade de sementes

Os resultados das polinizagdes manuais e de viabilidade das sementes encontram-se
resumidos na Tabela 1. No Apéndice 1 estdo representados todos os cruzamentos efetuados.

Nao foi verificada agamospermia ou autopolinizacdo espontanea em nenhuma das trés
espécies, sendo consequentemente necessaria a ocorréncia de polinizacio e de polinizadores para
haver formagdo de frutos. A taxa de formacao de frutos na natureza foi muito baixa nas trés
espeécies, e ocorre pelo menos em B. weddellii e B. involutum alguma taxa de aborto natural. Em
B. weddellii a taxa de aborto nas polinizagSes manuais foi muito superior ao encontrado no campo.
As mais altas taxas de frutificacdo inicial @ de frufos maduros ocorreram quando B. involutum era o
doador de pdlen. Ocorreu uma grande variac&o no nimero de sementes viaveis por fruto em todos
0s cruzamentos.

Todas as trés espécies sdo autocompativeis. A taxa de frutificacao e percentual de sementes
viaveis por fruto em autopolinizagdes foi semelhante a de polinizacdes cruzadas intraespecificas. O
nimero médio de sementes viavels mais baixo em polinizagao cruzada do que em autopolinizagéo
em B, weddellii se deve a excepcionalmente um fruto com apenas 3% de sementes viaveis (com a
exclusdo deste fruto o nimero médio de sementes viaveis se eleva de 40,0% para 52,4%). O
percentual de sementes viaveis em autopolinizagfes e polinizagbes cruzadas intraespecificas foi
semelhante ou um pouco inferior (em B. involutum) ao encontrado nos frutos naturalmente formados
nas populagdes naturais.

As taxas de frutificacio e de viabilidade de sementes mais baixas ocorreram nos
cruzamentos interespecificos, especialmente entre B. weddellii e B. jpanemense. Entre estas duas
espécies, 0 grau de compatibilidade foi maior quando B. ipanemense foi o doador de polen. Ocorreu
uma maior compatibilidade entre B. involutum e B. ipanemense, e principalmente gquando
B. involutum foi o doador de podlen. Os cruzamentos intraespecificos menos compativeis foram todos

aqueles que envolveram B. weddellii como uma das espécies presentes.
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Onde foram realizadas repeticdes de um mesmo cruzamento (utilizando o mesmo par de
individuos), foi verificada a ocorréncia de cruzamentos unilateralmente compativeis, bilateralmente
compativeis e bilateralmente incompativeis. Variagdo semelhante ocorreu em experimentos de
autopolinizagao, tendo sido observado que alguns individuos puderam desenvolver frutos em todas,
nenhuma ou apenas algumas das flores autopolinizadas. Exemplos sdo dados na Tabela 2. Quatro
dos individuos de B. weddellii tiveram mais de uma flor autopolinizada, e se mostraram

aparentemente autoincompativeis, ndo desenvolvendo fruto em nenhuma delas.

Crescimento de tubos polinicos

O tipo de crescimento dos tubos polinicos (se presente) e o grau de desenvolvimento do
ovario foram agrupados em cinco categorias, independentes do cruzamento em que ocorreram:
Tipo 0: ndo ocorreu germinagdo dos graos de pélen; sempre com apenas primoérdios da placenta
visiveis (Fig. 1B). Nao ocorreu aumento no tamanho do ovario, e a flor fenesce em cerca de até 10
dias (Fig. 2A-F). Nao foi observado em nenhum cruzamento onde B. involutum foi o doador de pdlen
(Fig. 38,D,F). Foi mais frequente nos cruzamentos envolvendo B. weddelli, especiamente em
cruzamentos interespecificos como doador de pélen (Fig. 3A,D-F). Também presente quando
B. ipanemense ocorre como doador de pdlen.

Tipo 1: tubos polinicos crescendo somente até o canal estilar da coluna, se tornando entdo
irregulares, tomados de calose, com &apice dilatado e sendo visivel alguns deles se rompendo na
extremidade e estravazando o conteudo citoplasmatico; placenta desenvolvida, sendo visiveis o
inicio de desenvolvimento das células-mae dos megasporos; ovario iniciando aumento em diametro
(Fig. 1C-D). Fenescimento da flor ocorrendo por volta de 10 a 30 dias, excepcionalmente mais
(Fig. 2A-C,E). Frequente nas autopolinizagdes e polinizagdes cruzadas intraespecificas, raramente
em polinizagdes interespecificas (somente em B. involufum x B. jpanemense) (Fig. 3A-C,E)}.

Tipo_2: tubes polinicos atingindo a placenta e os ovulos, estes j@ entdo completamente
desenvolvidos, a maioria se tornando irregulares, tomados de calose, com apice dilatado e algumas
vezes estourando; algumas fecundagbes visiveis, mas na maior parte das vezes, tubos apenas
enovelados em volta dos ovulos (Fig. 1E). Fruto em desenvolvimento, com aborto ocorrendo
principalmente entre 50 e 80 dias (Fig. 2A-D,F). Frequente em autopolinizagbes e polinizagbes
cruzadas intraespecificas (principalmente B. weddellil e cruzamentos entre B. weddelli e
B. ipanemense ou quando B. involutum é doador de pélen para outra espécie (Fig. 3A-D,F).

Tipo_3: tubos como no Tipo 2, porém muito enovelados na placenta; fruto completamente
desenvalvido, com muitas sementes vazias e poucas sementes com embrido visiveis (Fig. 1F,G).
Tempo de desenvolvimento normalmente semelhante ao de um fruto normal (80 a 130 dias),

chegando a ocorrer a deiscéncia, porém frequentemente com um numero menor de sementes
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vidveis ou algumas vezes vazio haqueles de menor tempo de desenvolvimento (abaixo de 90 dias)
(Fig. 2A-F). Ocorrentes em todos tipos de cruzamentos, especialmente nos interespecificos (Fig. 3A-
F). Veja Apéndice 1 para uma comparagao entre conteido de sementes de frutos Tipo 3 e frutos
“perfeitos” (Tipo 4).

Tipo 4. tubos na placenta e nos ovulos normais, regulares e com “plugs” de calose; grande nimero
de sementes viaveis visiveis, ocorrendo também sementes vazias (Fig. 1H). Foram considerados
como frutos “perfeitos”, com tempo de desenvolvimento entre 90 e 150 dias (Fig. 2A-F). Formados
principalmente em autopolinizagbes e polinizagdes cruzadas intraespecificas de B. involutum e
B. ipanemense, ou polinizacdes interespecificas com B. involutum sendo doador de pdlen (Fig. 3A-
F).

Germinagdo de polen

O dados de numero de polinarios que tiveram seus graos de polen germinados em solugdo
de sacarose estido resumidos na Tabela 3. No Apéndice 2 encontram-se descriminados os dados
para cada individuo. Bulbophylfum involutum e B. jpanemense apresentaram um elevado percentual
de polinarios cujos graos de pdlen falharam em germinar ou que tiveram uma baixa germinacao.
Normalmente polinarios de todas as flores testadas de um mesmo individuo tiveram o mesmo
comportamento (Apéndice 2).

Porém, nac existiu nenhuma correlagédo entre individuos cujos polinarios nao germinaram in vitro e
plantas cujos polinarios ndo germinaram na regido estigmatica (Tipo 0) ou tubos morreram na coluna

(Tipo 1) em polinizagbes experimentais. Veja Apéndices 1 e 2 para uma comparacao.
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Tabela 1- Resultados de frutificacao e viabilidade de sementes das polinizagbes manuais realizadas

em B. weddellii (wed), B. involutum (inv) e B. ipanemense (ipa).

feminino N° Ne inicio frutos maduros frutos sementes viaveis
X obs. indiv. frutificacdo (% inicio frutif.) maduros meédia (max-min)
masculino (%) (% flores) (%)
wed (controle) 62 14 0 0 0 0
wed (polin. aberta) 798 41 5,6 80,0 4.5 54,4 (25,3-77,3)
wed (auto) 28 20 60,7 21,4 13,0 68,3 (58,7-78,0)
wed x wed 26 16 57,7 35,7 20,6 40,0 (3,0-66,3)
wed x ipa 10 9 90,0 22,2 20,0 14,7 (2,0-27,3)
wed x inv 8 6 100 75,0 75,0 19,3 (2,3-40,7)
ipa (controle) 12 5 0 0 0 0
ipa (polin. aberta) 661 29 10,2 - - 47,0 (9,0-77,7)
ipa (auto) 16 8 81,3 54,5 443 44 .4 (22,0-61,3)
ipa x ipa 8 6 75,0 66,6 50,0 51,8 (41,3-68,0)
ipa X wed 12 3 41,7 20,0 8,3 2,7
ipa x inv 5 4 100 75,0 75,0 48,3 (35,0-59,3)
inv (controle) 20 5 0 0 0 0
inv (polin. aberta) 504 46 54 70,4 3,8 71,2 (55,7-88,7)
inv (auto) 8 8 75,0 100 75,0 52,7 (30,7-75,7)
inv x inv 10 9 70,0 100 70,0 48,1 (21,7-79,7)
inv x ipa 8 8 82,5 100 62,5 29,9 (17,7-35,0)
inv x wed 12 8 58,3 100 58,3 22,8 (11,0-34,7)
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Tabela 2- Resultados de repeticbes de autopolinizagbes e de cruzamentos reciprocos em
B. weddellii (wed), B. involutum (inv) e B. ipanemense (ipa). Numero dos individuos utilizados
indicados apds a espécie. Abreviagbes: cruzamentos bilateralmente compativeis (BC),
unilateralmente compativeis (UC), bilateralmente incompativeis (Bl), totalmente autocompativeis

(AC), totalmente autoincompativeis (Al) e parcialmente autocompativeis (AC/AI).

CRUZAMENTOS AC Al AC/ BC uc Bl
Al

autopolinizagtes
wed 24
wed 38
wed 39
wed 40
ipa 116 X
ipa C2 X
ipa i1 X

XxoxX o X X

intraespecificos
wed 39 x wed 38 X
wed 22 x wed 36 X
inv 11 xinv 35 X
inv 16 x inv 25 X
ipa 116 x ipa 1 X

interespecificos

wed 12 xinv 35 X
wed 38 xinv 8
wed 39 xinv 15
wed 3 xinv 16
wed 12 x inv 18
wed 35 xinv 8
inv 11 x wed 40
inv 13 x wed 38
wed 22 x ipa it X
wed 31 x ipa 11 X
wed 35 x ipa C2 X

ipa 116 x inv 18 X

ipa C16 xinv 15
ipa 120 x inv 16 X

x X

X OX X X X

P
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Tabela 3- Germinagao de gréos de pélen de B. weddellii, B. involutum e B. ipanemense em solugao
de sacarose 10%. Considerada como baixa germinagdo polinarios que tiveram de um a poucas

dezenas de graos de pélen germinados, e elevada germinacio aqueles com centenas a milhares de
graos de pélen germinados.

espeécie polinarios nenhuma baixa elevada
{N) germinagac  germinacdo  germinagao
(%) (%) (%)
B. weddellii 6 0 0 100
B. involutum 20 50,0 20,0 30,0
B. ipanemense 59 23,7 237 52,5
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Figura 1. A- Sementes vidveis com embrido corado de vermelho (setas curtas) e inviaveis sem o

embrido (seta longa) (B. weddelfii, fruto formado no campo). B- Tipo 0; polinario na cavidade
estigmatica com gréos de pdlen ndo germinados (B. weddellii x B. ipanemense ). C, D- Tipo 1; tubos
polinicos com &pice dilatado estourando (seta) ainda no canal estilar da coluna (C-

Bulbophyllum involutum, autopolinizag&o; D- Bulbophylium weddellii x B. weddellii).

72



Figura 1 {cont.). E- Tipo 2; tubos polinicos deformados estourando na altura da placenta, alguns

enovelados nos 6vulos j& maduros (setas curtas); algumas fertilizacdes visiveis (seta longa)
(B. weddellii, autopolinizacdo). F, G- Tipo 3; tubos polinicos deformados na placenta; sementes sem
embrido (seta) (F- Bufbophylfum ipanemense x B. weddelliii, G- Bulbophyllum ipanemense x
B. involutum). H- Tipo 4; tubos polinicos perfeitos; sementes com (setas curtas) e sem embrido (seta

longa) (B. ipanemense, fruto formado no campo).
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Figura 2- Relagao entre tempo de desenvolvimento (dias) e tipo de tubo polinico/ovéario encontrado

em cruzamentos manuais em B. weddelli (wed), B. involutum (inv) e B. ipanemense (ipa). A-C-

autopolinizacfes (auto) e polinizagdes cruzadas

interespecificas.

intraespecificas (intra). D-E-
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Figura 3- Frequéncia de tipos de tubo polinico/ovario encontrados em cruzamentos manuais em
B. weddellii (wed), B.involufum (inv) e B.ipanemense (ipa). A-C- autopolinizagbes (auto) e

polinizacdes cruzadas intraespecificas (intra). D-E- polinizagfes interespecificas.
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DISCUSSAO

Os dados obtidos neste trabalho devem ser analisados com cautela. O elevade numero de
abortos pode ter como uma das causas a utilizag&o de plantas que em sua maioria tinham sido
recém transplantadas (apenas 3 a 5 meses), além das diferengas ambientais entre os locais das
populagdes e as condicdes de cultivo. Estas especies encontram-se na natureza sob escassez de
recursos (CAPITULO 1), condicio que pode ser agravada por stress ocasionado por transplante,
levando a falhas na frutificagdo e aborio de frutos {Lloyd, 1980; Stephenson, 1981). Entretanto,
algumas espécies nao tém apresentado modificagbes qualitativas nos diferentes tratamentos de
polinizagdo quando submetidas a stress hidrico, ocorrendo apenas mudangas quantitativas na taxa
de aborto e de formacdo de sementes (Hauser & Loeschcke, 1996). Além disto, Sazima (1978)
reportou faxas de maturagdo de frutos semelhantes em B. involutum (identificade como
B. warmingianum Cogn.) em experimentos realizados na natureza, sem o transplante de individuos.
Desta forma, e como alguns dos individuos que foram utilizados neste trabalho tinham sido
transplantados a oito meses e se comportaram semelhantemente aos outros individuos, uma analise
qualitativa destes resuitados mostra-se coerente.

Baixa taxa de frutificacdo e elevada taxa de aborto tém sido frequentemente verificadas em
experimentos realizados em populagbes naturais de orquideas (Mehrloff, 1983; Ackerman & Oliver,
1985; Gonzales-Dias & Ackerman, 1988). Este aborto pode ser causado ndo apenas pela |a
mencionada escassez de recursos, mas também por baixo numero de sementes em
desenvolvimento (Stephenson, 1981; Bertin, 1990). Nimero reduzido de tubos polinicos crescendo,
devido a baixa carga de polen ou mesmo a problemas com os tubos, tem sido citado como um dos
motivos responsaveis por baixa formacdo de sementes, podendo ocasionar aborto (Bertin, 1980;
Niesenbaum & Casper, 1994). Agnew (1986) sugere gque a presenca de sementes sem embrido em
varias espécies de Orchidaceae estudadas por ele deve ser causada por problemas nos tubos
polinicos, que nao chegam a efetuar a fertilizacdo. A morfologia dos tubos polinicos observada nas
flores gue ndo desenvolveram frutos (Tipo 1), frutos abortados (Tipo 2) e frutos com poucas
sementes (Tipo 3) € bastante similar a encontrada em reagdes de incompatibilidade em varias
espécies de angiospermas (Richards, 1986; Marshall & Folsom, 1991), inclusive em orquideas
{Dafni & Calder,1987). Porém, a ocorréncia de ndc germinagdo de grdos de pdlen in vifro e na
regifdo estigmatica de flores pode indicar que estes problemas com os tubos sejam mais devidos a
problemas coim os gametas masculinos (esterilidade masculina?) do que a algum tipo de
incompatibilidade. Por outro lado, B. weddellii apresentou uma germinabilidade muito mais baixa em
autopolinizagbes e polinizagées intraespecificas do que em polinizacGes interespecificas, e

B. involutum, gque teve baixa germinabilidade in vitro, teve alta germinabilidade nas polinizagdes
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manuais. Segundo Johri & Vasil (1961), germinabilidade de pdlen in vitro pode aigumas vezes nao
indicar germinabilidade e capacidade de frutificacéo in vivo, e vice-versa.

Mecanismos pos-zigbticos, como a presenca de varios alelos recessivos letais, também tém
sido apontados como causas de baixa formagdo de sementes, podendo induzir aborto (Johansen,
1990; Tremblay, 1994). Presenca de alelos recessivos letais poderia explicar ¢ grande namero de
aborto em autopolinizagdes, principalmente em B. weddelfii. Pode também ser um dos motivos de
aborto em polinizagbes cruzadas intraespecificas, causado por semelhanga genética entre
individuos (Johansen, 1980; Tremblay, 1994), e interespecificas entre espécies proximas
(B. involutum e B. ipanemense) (Christensen, 1992). Um fortalecimento para esta hipotese é a
ocorréncia do aborto apresentando tubos e dvulos do Tipo 2 por volta dos 60 dias, periodo
observado da ocorréncia da fertilizagdo em espécies de Bulbophyllum (Swamy, 1948), O mesmo foi
observado em especies de Dendrobium (Orchidaceae) por Johansen (1990).

E provavel que os padrées aqui descritos representem um continuo (Tipo 0 a 4), existindo
limites ténues entre a carga de sementes capaz de manter ou nao um fruto em desenvolvimento até
a maturidade, que vao ser definidos pela capacidade de germinacao do pdlen, de crescimento dos
tubos polinicos e fertilizagdo dos dvulos e de sobrevivéncia dos embrides inicialmente formados.
Provavelmente nestas espécies esta ocorrendo um somatorio destes e talvez de outros fatores, e
este quadro apenas podera ser elucidado com um namero maior de cruzamentos e com a realizacéo
de outros experimentos a nivel genético e embrioldgico.

Estes experimentos a nivel genético e embrioldgico também poderiam ajudar a explicar
porque alguns individuos de espécies autocompativeis consistentemente se mostram
autoincompativeis quando autopolinizados repetidas vezes (B. weddelfi). E também, o porgue da
unidirecionalidade de cruzamento entre alguns pares de individuos de espécies autocompativeis,
enquanto outros pares de individuos se mostram bilateralmente compativeis ou bilateralmente
incompativeis. Alguns resultados semelhantes a estes foram encontrados por Faulkner (1973) em
Cyperaceae, sem contudo o autor encontrar uma explicacdo para estres fatos.

Grandeg variabilidade no percentual de sementes com embrido tem sido encontrada em frutos
formados por cruzamentos intraespecificos em Orchidaceae (Stort, 1973, 1976; Catling, 1882; Stort
& Galdino, 1984, Pavanelli & Stort, 1985; lannotti et al. 1987). Devido a esta variagdo e a outros
fatores, alguns autores tém criticado o potencial de intercruzamento como representando filogenia
das espécies envolvidas (Stort,1973; Selberg, 1989). Por outro lado, Hogenboom (1975) postulou
que o ndo funcionando de um cruzamento pode ser resultante da falta de informagio genética em
um individuo sobre algum carater relevante do outro (incongruidade), o que é devido ao grau de
divergéncia evolutiva entre estas espécies (ou entre populacies da mesma espécie). Apesar de
alguns trabalhos terem mostrado resultados contraditérios a hipétese da incongruidade formulada

por Hogenboom (Stort, 1982), mais numerosos sao agueles que mostram que capacidade de
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cruzamento pode refletir similaridade ou filogenia em Orchidaceae (Sanford, 1964, 1967; Stort, 1972,
1986; lilg, 1975; Scacchi et al. 1990) e em outras familias (Faulkner, 1973; Weiblen & Brehm, 1996).
Alguns destes trabalhos estdo em concordéncia ndo apenas com propostas filogenéticas baseadas
em caracteres morfologicos, mas também em flavondides (Stort, 1986) e isoenzimas (Scacchi et al.
1990).

A ocorréncia de sucesso mais baixa em cruzamentos interespecificos do que em
intraespecificos, e uma vez que B.involutum e B.ipanemense s&o espécies muito proximas
(CAPITULO 4) e estas sao relativamente distintas de B. weddellii, os resultados aqui apresentados
concordam com a hipdtese de Hogenboom (1975). Os intercruzamentos menos viaveis foram todos
aqueles que envolveram B weddelli. Além disto, os cruzamentos entre B. involutum e
B. ipanemense foram intermediarios aos cruzamentos intraespecificos e intercruzamentos com
B. weddellii (B. involutum x B. ijpanemense) ou entdo foram semelhantes a cruzamentos
intraespecificos (B. ipanemense x B. involutum ). Isto provavelmente se deve ao aborto de embrides
ja formados, 0 que pade ser visualizado pelo maior nimero de frutos do Tipo 3 do que do Tipo 4,
contrariamente ao que ocorre em polinizagdes intraespecificas. A maior incongruidade entre
B. weddellii e B. ipanemense parece ser devida a baixa viabilidade do embrido formado logo apés a
fertilizacdo, o que pode ser visto pela grande quantidade de aborto (Tipo 2).

Como B. weddelli e B. involutum sao espécies simpatricas, possuem eventos fenologicos
sincronizados e compartitham 0s mesmos polinizadores, certamente a baixa fertilidade entre elas
nao € uma barreira suficiente para impedir a formacao de hibridos na natureza. Além desta barreira,
outros mecanismos operandoc em conjunto devem estar funcionando como varios filtros, que
somados sdo responsaveis pela frequéncia muito baixa de hibridos entre estas espécies
encontrados na natureza (CAPITULOS 1, 2 e 5). Os resultados aqui obtidos também concordam
com Pijl & Dodson (1966) e Dressler (1981, 1993), que sugerem que as barreiras a autogamia em
Orchidaceae ocorrem principalmente a nivel de polinizacido (CAPITULOS 1 e 2) do que a nivel de

autoincompatibilidade.
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APENDICE

Apéndice 1- Polinizagbes manuais realizadas em Bulbophyllum weddellii, Bulbophyllum ipanemense
e Bulbophyllum involutum. S&o apresentados os individuos (indiv.), posigdo da flor na inflorescéncia,
inicio (+) ou nao (-) de frutificagdo, tamanho do fruto, nimero de sementes viaveis (300 sementes
contadas por fruto), e tipos de tubo polinico/ovario encontrado (de acordo com o texto). Nimero do
individuo seguido de asterisco indica polinizacdo feita em populagdo natural (campo) sem o
transplante do individuo. A letra antes do ntmero do individuo em B. jpanemense indica a populacio
de onde o individuo é proveniente (I= [tutinga; C= Serra de Camargos, Nazareno; PB= um individuo
coletado em Pogo Bonito, Lavras-MG, ca. 30km distante das outras duas populagdes). A presenca
de letra apos o numero do individuo em B. jpanemense indica diferentes inflorescéncias de um

mesmo individuo (genet). Células vazias indicam auséncia de dados.

B. weddelljj-=m=rmr-—. AUTOPOLINIZACAO
INDIV. | FLOR : INICIO | TEMPO | TAMANHO ; SEMENTES | TIPO
FRUT. i DESENV. | FRUTO | VIAVEIS | TUBO/
(DIAS) i (MM) | (N=300) :OVARIO

3 1 N 10 o]
2 i : e —  —— L
14 7 O SN J OO S N
15 1 . 19 1
16 2 -
19 24 N 14 1
5 7 P TN T —— e
22 4 + 74 8,0x54 T 2
24 9 + 53 T 83x45 2
24 10 + 45 7.2x34 ¢ T 2
25 g + 98 10,3x8.6 234 3
26 14 . 12 1
31 5 1+ 59 55x3,4 ! 2
S 5 T i m——
o T - R s
36 1 + 72 6,1x3,7 { i 2
36 pendlt -
38 1« 178
38 9 + 6B
I T
367 R
40 2 + i BB
40 1 + 60

i 5 -
S : -
S e e —

"""" 61* 10 <50 6,2x7,3 176 3
81* 1 + g5 7.0x5,.4 | T
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B. weddellij-—----—- POLINIZAGAO CRUZADA, INTRA-ESPECIFICA

INDIV. | FLOR ;| ORIGEM ; INICIO | TEMPQ { TAMANHO | SEMENTES | TIPO
POLINEA { FRUT. i DESENV.| FRUTO VIAVEIS | TUBO/
(DIAS) (MM) (N=300) { OVARIO
3 2 38 + 95 9,3x9,0 9 P2
14 16 22 - 12 0
14 .9 32 I
16 9 31 - )
19 S 24 NI
21 2 22 + 68 9,1x4,3 150 3
22 9 36 + 68 6,9x3,3 2
22 10 32 + 64 2
24 7 38 + 68 1 8,8x5,5 2
26 2 36 - H
26 15 31 + 83 8,4x5,5 123 3
29 4 i 16 - 13 0
3273 36 : 8 0
35 5 39 + 17 1 51x34 1
S O T ST N
36 2 32 - g 1
b 3 14 - 9 1
36 4 22 + 71 8,8x5,6 2
38 2 23 + <99 4,9x5,2 3
38 3 39 + 80 6,3x3.8 2
38 16 24 - 14 0
39 13 38 + <98 7.3%6.4 3
39 21 3 - 7 1
40 3 37 + 21 1
40 5 37 + 60 i 7,7x35 2
61* 8 56 + <150 | 7.4x82 199 4
B. weddelfii-——- POLINIZAGCAO INTER-ESPECIFICA (B. ipanemense)
INDIV. { FLOR { ORIGEM | INICIO | TEMPQ | TAMANHO | SEMENTES | TIPO
: POLINEA | FRUT. i DESENV.! FRUTO VIAVEIS | TUBO/
i i (DIAS) {MM) (N=300) | OVARIO
3 3 1B R T D
21 4 11A + i g5 i T 2
22 7 _11B + ¢y e 2
26 7 I'5 + 182 82x32 | 82 3
29 6 1A + 170 5,5x4,1 2
31 LI S PIA A L% 2
31 4 1 11B ¥ ..1..60 2
35 8 C2 + {98 9.6x7.3 6 3
39 .22 PBY M R . 9,0x5,7 2
40 12 14 + 66 7.4x4.2 2
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B. weddelfi-------POLINIZAGAO INTER-ESPECIFICA (B. involutum)

INDIV. | FLOR | ORIGEM ; INICIO | TEMPO | TAMANHO { SEMENTES | TIPO
POLINEA | FRUT. {DESENV.! FRUTO | VIAVEIS | TUBO/
(DIAS) (MM) (N=300) i OVARIO
3 12 16 + 109 10,3x9,9 35 3
12 7 35 * 88 9,0x7,3 73 4
12 10 18 + 86 8,9x7,6 52 4
35 3 8 + 99 8,3x6,9 7 3
38 11 8 + 118 8,4x6,6 122 4
38 18 13 ¥ 84 5,8x3,8 2
39 31 15 ¥ 85 8,5x6,0 3
40 17 11 + 60 7,2x4,1 2
B. ipanemens@---- - AUTOPOLINIZAGCAD
INDIV. [ FLOR | INICIO { TEMPO : TAMANHO : SEMENTES ! TIPO
! FRUT. | DESENV.{ FRUTO | VIAVEIS | TUBO/
i i (DIAS) | (MWD (N=300) | OVARIO
C2 3 + 77 9,0x6,9 3
C2 9 + 50 5,8x3,4 2
c7 1 + 58 ¢ )
CS ﬁltima + EGEEEEIEL T L ER R P R
I16E | 9 + 98 10,9X7 .4 150 4
116E i 10 * 98 10,5X8,7 184 4
I16F @ 22 + 65 8,1x3,7 i 2
1A 1 23 + 55 50x3,0 2
118 3 u 84 . 8.2x40 . 4
1B 5 - 15 0
1B 12 - 8 i 0
I1C 4 + 86 6,8x3,3 3
[20 15 + 85 6,4x5 4 66 3
121 14 + 52 4,7x2,6 1
PB 1 (I R
PB1 3 - 1 0
B. ipanemense--------—-POLINIZAGAO CRUZADA INTRA-ESPECIFICA
FLOR | ORIGEM : INICIO i TEMPO | TAMANHO | SEMENTES | TIPO
INDIV. POLINEA | FRUT. | DESENV.| FRUTO | VIAVEIS | TUBO/
s [ (DIAS) | (MM) (N=300) | OVARIO
C2 10 14 ¥ 89 7,0x4,5 124 4
15 : 18 i 122 + 52 7,8x4,1 2
116C : 6  11C ¥ 86 8,5x5,3 4
i16F 7 31 1 122 + 63 7,0x3,5 2
[1C 3 1 16C + 109 7,7x5,5 138 3
121 13 1 115 - 16 _ 1
122 16 1 | 16F + 93 8,3x6,5 204 4
122 17 115 - 13~ 0




B. ipanemense

----------- POLINIZAGAQC INTER-ESPECIFICA (B. weddellii)

INDIV. { FLOR | ORIGEM | INICIO ;| TEMPO | TAMANHO | SEMENTES | TIPO
POLINEA { FRUT, iDESENV.| FRUTO VIAVEIS | TUBO/
(DIAS) i (MM) (N=300)  OVARIO
c2 ] 39 i 3 9
C2 2 23 + Y2 7,9%5,9 8 3
¢z 4 235 O I
S S N S N T S 6
I 1A 10 36 + 1856 1 58x3,0
j 1A 13 16 - 4 O ............
1A 14 15 - ) - , )
1A 15 31 + 60 58x42 2
i 1A 16 26 -
1A | 22 38 + 61 7x41 2
1B 1 22 + 66 5,4x3,8 2
PB 1 2 39 - 6 0
B. ipanemensg--—---—-- POLINIZAGAO INTER-ESPECIFICA (B. involutum)
INDIV. { FLOR { ORIGEM ! INICIO | TEMPO | TAMANHO { SEMENTES | TIPO
POLINEA { FRUT. iDESENV.{ FRUTO VIAVEIS | TUBO/
| (DIAS) | (MM) (N=300) { OVARIO
C 16 5 15 + 85 7,2x6,0 105 ¢ 3
[16C : 8 26 + 60 7,5%3,9 2
| 16D 14 18 + 103 9,2x6,9 178 4
‘ 1B 3 19 OO S AV S S
I 20 16 16 + 99 7,7%6,9 152 3
B. involutumni--——-—-, AUTOPOLINIZACAO
INDIV. { FLOR } INICIO | TEMPO | TAMANHO | SEMENTES TIPO
! FRUT. | DESENV.i FRUTO VIAVEIS | TUBO/
(DIAS) (MM) (N=300) | OVARIO
23 3 + 124 8,8x5,5 187 | 4
25 4 - 11 T 1
27 4 T 129 7 12,0x85 113 4
31 6 - 12 B 3 1
48+ T+ <148 10,3x8,4 92 2
gg* i + <148 T 10,8x8,3 227 4
147 T <148 10,7x4,9 3
sin* T + 92 11,0X7.9 172
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B. involutum

---------- POLINIZACAO CRUZADA INTRA-ESPECIFICA

INDIV. { FLOR | ORIGEM | INICIO | TEMPO | TAMANHO | SEMENTES | TIPO
POLINEA | FRUT. {DESENV.| FRUTO | VIAVEIS | TUBO/
(DIAS) (MM) (N=300) i OVARIO
1 5 1B + 120 9,0x5,7 239 ¢ 4
11 5 35 + 126 8,5x5.0 211 74
15 8 18 + 135 9,7x7,1 127 4
16 6 25 ¥ 133 7.2x5.4 65 3
"""" 18 3 1 +
25 3 16 13 1
31 4 35 + 121 8,9x4,8 143 3
......... S 4 33 - 55 1
35 5 27 - )
109* 145 + 92 8.4x7.0 81

B. involutum

~~~~~~~~~~ POLINIZAGAQ INTER-ESPECIFICA (B. weddelli)

INDIV. | FLOR ! ORIGEM { INICIO | TEMPO | TAMANHO ;| SEMENTES ¢ TIPO
POLINEA { FRUT. | DESENV.{ FRUTO | VIAVEIS | TUBO/
(DIAS) |  (MM) (N=300) | OVARIO
1 1 19 + 93 9,2x5,8 51 i3
8 2 3B - 6 0
8 I 3 .t A 0
8 4 138 105~ 74x35 33 3
11 1 38 + 105 8,3x5, 1 104 3
11 2 40 + 115 Y 8,2x5,0 88 3
13 1 38 W 1137 7,9x5,1 84 3
1513 S i e 0
15 4 139 + 92 8,3x4,4 45 3
18 1 3 6 i 0
18 252 -
35 17112 + 100 8,3x4,5 73 3
B. involutum-—----- POLINIZAGAO INTER-ESPECIFICA (B. ipanemense)
INDIV. | FLOR ; ORIGEM : INICIO | TEMPO | TAMANHO | SEMENTES ! TIPO
{ POLINEA | FRUT. i DESENV.: FRUTO VIAVEIS | TUBO/
= . (DIAS) (MM) (N=300) i OVARIQ
1 7 G114 - 24 ¢ N
8 5 14 + 97 %t 7,5x3,8 53 3
15 g C 16 + 138 7,6%5,5 103 3
16 3 i20 + 132 8,26, 1 105 4
18 7 4 16D i - 13~ 0
19 2 LA : (LA S i
26 1 | 16C + 137 9,6x6,5 87 3
34 3 [16 + 144 7.3%6,5 100 3




B. weddelfji-----—-—— FRUTOS COLETADOS NO CAMPO

INDIV, i TAMIANHO { SEMENTES | TIPO
! FRUTO | VIAVEIS | TUBO/
(MM) (N=300) : OVARIO
1 12,1x83 143
20 120 11,1100 i 180 4
2017 0S8 2T A
4 72x4.4 i dispersado i
4 7.8x51 ¢ dispersado |
5 12,7x11,4 117 i 4
6 7,9%08,3 dispersado
6 7.4x91 | dispersado i
6 8,0x8,8 | dispersado i
16 11,3x8,5 76
16 10,9x8,7 180
16 11,1x8,3 150
= 15565 g ——
i {.{.@2(‘%3 --------- e
5 555 55 e
17 75x46 | dispersado i
17 8,8x‘?",__1_____ i dispersado
21 76x55 ¢ dispersado |
21 7.6x7,0 : dispersado :
21 98x76 : 129 i ..
24 8,1x8.8 dispersado i 7
24 8,3x8,7 99 i
29 105x715 & . 199
55 R N g —
61 /2 7,1x8,3 202 4
33 8,2x7,6 181 3
39 11,2x9,5 232 3
44 12,3x10,6 221 4
53 83x8,6 | dispersado i
83 8,1x8,1 | dispersado i
53 8,3x8,5 | dispersado i
53 81x85 : dispersado |
57 84x61 : 37
57 9,3x9,7 : dispersado :
57 §,6x6,5"" dispersado
81 7.0x54 | dispersado :

OBS.: mais sete frutos n&o identificados com tubo Tipo 4
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B. ipanemensg—--—-—-— FRUTOS COLETADOS NO CAMPO

INDIV. TAMANHO i SEMENTES ! TIPO
FRUTO | WVIAVEIS | TUBO/
(VM) (N=300) | OVARIO

15 9,4x7,5 21 3

I 16F 8,4x6,3 83

I 16F 12,0x7,0 140

117 75x63 i 166 4

118 6,3x5,8 4

118 (A) 7.8x7,2 233 4

18 (B) 8,0x8,7 220 4

119 9,7x7.0 172

119 8,8x7,0 185

121 8,7x6,0 | dispersado |

2 8 S

s/n 10,1x7,0 @ 148

s/n TXKN\2 b 27

s/n 7.8x7.8 155

sin 9,3x5,6 dispersado

B. involutum

FRUTOS COLETADOS NO CAMPCO

INDIV. TAMANHO | SEMENTES | TIPO
FRUTO | VIAVEIS | TUBOQ/
(MM) (N=300)  OVARIO
100 99x6,9 266 P4
124 A 88x83 | 233 4
124 B 8,5x8,3 232 4
125 /15 9,3x9,1 242 4
125 16 9,8x8,8 227 4
128 10,8x8,5 229 4
129 115 11,6x8,7 200 4
129 19 10,6x7,2 232 4
130 7 12,1x8,0 201 a7
131 8 8x8,0 167 4
......... 144 T AEx04 oG a7
149 {15 10,461 c!_:g;_a_g(sado 4
149 1/6 10478 | 174 4
sin A 9.0x8,3 172 ) 4
sin B 10,6x8,4 108 4
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Apéndice 2- Germinagéo de graos de polen de Bulbophylium ipanemense e Bulbophyllum involutum em solugio
de sacarose a 10% por 30 horas. A letra antes do nlimero do individuo em B. ipanemense indica a populagdo
de onde o individuo € proveniente (I= ltutinga; C= Serra de Camargos, Nazareno). A presenca de letra ap6s o
numero do individuo em B. jpanemense indica diferentes inflorescéncias de um mesmo individuo (genet).

B. involutum

INDIV. : NENHUMA | BAIXA | ALTA
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B. ipanemense

INDIV.

NENHUMA |
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CAPITULO 4

Bulbophyllum  involutum Borba, Semir & F. Barros
(Orchidaceae), uma nova espécie dos campos rupestres do

Brasil.

If we find that X and Y, thought superficially very similar, never interbreed, many
taxonomists would say, “They are biologically distinct species, but it's not practical to
treat them as species if one can't tell them apart’. Such populations may be termed
“cryptic” species, and pairs of cryptic species often prove to be abundantly distinct

when are carefully studied.

Robert L. Dressler, “Phylogeny and classification of the orchid family”, 1993.
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INTRODUGCAO

Bulbophyllum Thouars ¢ um dos maiores géneros de orquideas, incluindo acima de 1000
espécies, e tem uma distribuicio pantropical, concentrada especialmente nos trépicos do Velho
Mundo (Dressler, 1993).

A ultima monografia do género para as espécies brasileiras foi realizada por Cogniaux
(1902), e muitas espécies foram descritas posteriormente em trabalhos isolados. No presente, 54
espécies de Bulbophyllum estao listadas para o Brasil (Pabst & Dungs, 1975, 1977). Esta falta de
uma revisdo recente tem dificultado a identificagiio das espécies brasileiras, ocorrendo
frequentemente determinagdes errbneas de espécimes presentes nas colecdes.

Um grande problema taxondmico neste genéro envolve um grupo de espécies principalmente
encontrado nos campos rupestres brasileiros, onde cerca de oito destas espécies sao
vegetativamente muito semelhantes. A separagdo destas & possivel apenas por caracteres florais
muito sutis, os quais sdo dificeis de reconhecer em material de herbario, a despeito da relativamente
facil diagnose no campo. Estes problemas, em adigio a falta de revisées recentes no género, tém
levado a mas interpretagdes de algumas espécies, muitas delas sendo erroneamente identificadas
como Bulbophyllum warmingianum Cogn.

Durante a realizacdo de estudos de biologia reprodutiva de algumas espécies deste
complexo (CAPITULQO 1) e examinando materiais de herbario, foi verificado gue varias populacdes
originariamente interpretadas como pertencendo a B. warmingianum Cogn. e B. ijpanemense
Hoehne apresentam algumas caracteristicas que as identificam como uma espécie distinta, sendo

entao descrita aqui.

RESULTADOS

Buibophyllum involutum Borba, Semir & F. Barros, sp. nov. Typus: Brasil. Minas Gerais: Sao
Gongalo do Rio Abaixo, Estagao de Pesquisa e Desenvolvimento Ambiental de Peti, 24 abr. 1993 (fl,

fr} E. L. Borba 008 (holotypus, BHCB). Fig. 1, 2.

A Bulbophyllum warmingianum Cogn. et Bulbophyllum ipanemensis Hoehne affinis, sed
anthesi flore singule, scapi bracteis florilibus purpuris, floribus purpuris majoribus, petalis ovatis,

apice obtuso vel rotundato, basi labelli lobo terminale truncati vel subcordati cum margine invoiuto

differt.
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Ervas rupicolas ou ocasionalmente epifitas. Raizes filiformes, fasciculadas, longas. Rizoma 20-
51mm comp. entre os pseudobulbos, 3-6mm didm., repente, coberto com bainhas paleaceas.
Pseudobulbos 19-41x12-22mm, eretos, ovoides, tetragonos, amarelados, mondfilos. Folhas 31-
115x16-31mm, sésseis, ereto-patentes, rigidas, coridceas a levemente carnosas, eliptico-oblongas a
oblongas, verdes, apice agudo-apiculado, base atenuada e canaliculada. Inflorescéncia basal,
escapo 29-48cm comp., 2-3mm didm., ereto, rigido, purpuro, com B6-11 bracteas, 14-18mm comp.,
purpuras, posteriormente se tornando paleaceas, apice obtuso: racemo 11-38cm comp., 11-30
flores, laxo, raque purpura, curvada em diregdo horizontal. Bracteas florais 7,5-10,5x3-4, 5mm,
ovadas, persistentes, purpuras quando novas se tornando paleaceas na antese, apice obtuso.
Pedicelos 1,0-2,7mm comp. Flores ressupinadas pela torgao do pedicelo. Sépalas corigceas, oval-
triangulares, cOGncavas, naviculadas, acuminadas, face dorsal purpura, face ventral verde com
manchas e pontuagdes purpuras; sépala dorsal 9,6-12-4x3,6-4,4mm, ereta; sépalas laterais 10,4-
11,3x3,8-4,9mm, patentes a reflexas, obliquas. Pétalas 3,3-5,1x2-3,1mm, membransceas,
obliquamente ovadas, patentes, plrpuras com manchas esverdeadas, apice obtuso a rotundo,
margem ciliada. Labelo 5,3-8,1x2,7-3,9mm, carnoso, ereto-péndulo em angulo de 45° com a coluna,
articulado com o pé da coluna; lobos laterais eretos, auriculares, ciliados, atro-plrpuros com
manchas brancas; lobo mediano purpuro com épice branco, cncavo, base truncada a cordada,
apice arredondado, margens laterias involutas, ciliadas; calo atro-purpuro, oblongo, metade proximal
longitudinalmente sulcada. Coluna 2,4-3,8mm comp., branca com manchas puUrpuras, com dois
longos e sinuosos bragos ou estelidias e dois dentes falcados na face ventral; antera versatil, verde,
papilosa, dois pares de polineas; ovario 2,9-52mm comp., obconico, purpuro, sulcado. Fruto

capsula, 8,5-12,1x6,1-9,4mm.

Paratypi. BRASIL. Minas Gerais: Diamantina, Serra da Samambaia, 7 Abr. 1980 (fl), F.
Barros 171 (SP); estrada Diamantina/Mendanha, km 585, 6 Jun. 1985 (fl), H. F. Leitdo-Filho 17523
(UEC); Santana do Riacho, Parque Nacional da Serra do Cipé, 3 Fev. 1994 (fl), E. L. Borba 100
(BHCB), Santana do Riacho, Parque Nacional da Serra do Cipé, regido do Congonhas, 900m, Maio
1995 (fi), E. L. Borba 150 (UEC, MO); Santana do Riacho, Serra do Cipd, rio Santo Antdnio, 500m,
27 Abr. 1978 (fl), G. Martinelli 4412 (RB); Santana do Riacho, Serra do Cipé, km 100, 1000m, 27
Abr. 1978 (fl), G. Martinelli 4364 (RB); Conceigdo do Mato Dentro, Serra do Cipo, km 129, Rio
Santo Anténio, 1300m, 16 Jul. 1977 (fl), G. Martinelli & A. Tavora 2611 (RB); Serra do Cipo, 2 Maio
1973 (1), M. Sazima s/n (HB 59402); Grao-Mogol, Vale do Riacho Ribeirdo, 900m, 24 Maio 1987 (fl),
R. Mello-Silva & J. R. Pirani [CFCR 10866] (SPF); estrada Grao-Mogol/Montes Claros, 16 Abr.
1981 (fl), L. Rossi [CFCR 1025] (SPF, SP). Bahia: Mucugé, estrada Mucugé/Cascavel, km 3 a 6,
proximo ao rio Paraguacu, 20 Set. 1981 (fl), N, L. Menezes et al. [CFCR 1477] (SPF, SP); Rio de
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Contas, Chapada Diamantina, Vale do Queiroz, Pico das Almas, col. in 16 Set. 1995 and cultivated
until flowering in July 1986, 1. Koch & R. Lengruber 452 (UEC).

Distribuigao: Bulbophyllum involutum é encontrado crescendo em rochas ou algumas vezes
em arvores nos campos rupestres dos estados de Minas Gerais e Bahia, ao longo da Cadeia do
Espinhago. O limite sul de sua distribuigdo situa-se em Sio Gongalo do Rio Abaixo, Minas Gerais,
onde cresce em rochas graniticas dos contrafortes da Cadeia do Espinhaco, estendendo-se ao norte
pelas formagbes quartziticas da Serra do Cipo, Diamantina e Serra de Grao-Mogol, em Minas

Gerais, até alcangar o Pico das Almas e Mucugé, no estado da Bahia.
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Figura 1- Bulbophyllum involutum Borba, Semir & F. Barros. A- habito e inflorescéncia. B- flor. G-

fruto maduro em pré-deiscéncia.
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Figura 2- Bulbophyllum involutum Borba, Semir & F. Barros. A- pegas do perianto; pétala e sépaia
esquerda mostrando o padrido de coloracdo das manchas e pontos purpuros. B- ovario, coluna e
labelo em vista lateral; posi¢do normal. C- ovario, coluna e labelo em vista lateral; labelo contra a

coluna pela agao do vento, D- ovario e coluna em vista superior. E- ovério e coluna em vista inferior.
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Figura 3- Flores de Bulbophyllum involutumra Borba, Semir & F. Barros (A), B. warmingianum Cogn.

(B) e B. ipanemense Hoehne (C). Barras de escala = 1,0cm

98



DISCUSSAO

No campo, Bulbophyllum involutum é facilmente reconhecido pela sua inflorescéncia parpura
(flores, bracteas, escapo e raque), sempre com apenas uma unica flor em antese (Fig. 3a),
enquante B. warmingianum e B. ipanemense (Fig. 3b-c) tém inflorescéncias verdes ou amarelo-
esverdeadas, com trés a cinco flores simultaneamente em antese, como pode ser observado nas
pranchas coloridas das descricdes destas espécies (Warming, 1883; Hoehne, 1938). Estas
caracteristicas tambeém auxiiam no reconhecimento B. involutum em material de herbario, uma vez
que a coloragdo purpura permanece nas sépalas escapo e bracteas.

Em relagédo ao labelo, B. /nvolutum aproxima-se muito de B. warmingianum, enquanto
B. ipanemense tem um lobo mediano muito convexo com a base atenuada. A forma das pétalas,
ovada com apice obtuso, € muito peculiar em comparacdo as das outras duas espécies, as guais
sao sempre triangulares com apice agudo.

Estudos de biologia floral desenvolvidos no campo e em casa de vegetacdo (CAPITULO 1)
suportam o estabelecimento de B. involutum como espécie separada, ocorrendo uma que
especificidade de polinizadores, pelo menos entre esta espécie e B. ipanemense. Investigages
preliminares mostraram que isto pode ser devido a uma diferente composicdo dos compostos
volateis responsaveis pelos odores ocorrendo nas espécies, 0s guais certamenie desempenham um
importante papel na atragdo dos polinizadores (U. Flores et al., dados ndo publicados).

A presenca de apenas uma flor em antese é uma caracteristica muito uniforme entre as
populacoes estudadas, verificada em todos individuos examinados desta espécie (> 150). Isto
também afeta o lipo e a taxa de reprodugao sexuada gquando comparada com B. ipanemense, a
outra espécie estudada neste aspecto. Por outro lado, B. warmingianum e B. jpanemense sempre
apresentam trés a cinco flores em aniese simultanea.

Como as outras especies de Bulbophyffum, B. involutum possui um labelo extremamente
movel, o qual é faciimente langado pelo vento contra a coluna, e nesta espécie esta acéo do vento
desempenha um papel essencial na polinizagdo (Sazima, 1978, identificado como B. warmingianum,

CAPITULO 1).
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CAPITULO 5

Bulbophyllum xcipoense Borba & Semir (Orchidaceae), novo
hibrido natural dos campos rupestres brasileiros: descrigao e

biologia.

...as always in biology, one must be prepared for exceptions, for special adaptations,
for “nature’s playfulness” - things so often falsely regarded as uhimportant curiosities
of life, which nevertheless were and are of great elementary importance in the process
of evolution,

Friedrich G. Barth, “Insects and flowers: the biology of a partnership”, 1985.
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RESUMO

Bulbophyllum xcipoense Borba & Semir, um hibrido natural entre B. weddelfii (Lindl.) Rchb. f. e
B. involutum Borba, Semir & F.Barros, ocorrente na Serra do Cipé, estado de Minas Gerais, é
descrito e ilustrado e sua biologia reprodutiva estudada. As duas espécies parentais sdo simpatricas,
possuem eventos fenoldgicos sincronizados, compartilham os mesmos polinizadores e sao
intercompativeis. Uma série de barreiras fracas entre estas duas espécies, que quando somadas
fornecem um forte isolamento, contribui para a exirema raridade do hibrido e consequentemente
para a manutengao do status destas espécies. O hibrido atrai os mesmos polinizadores dos
parentais e se localiza dentro da populagao de B. weddellii, 0 que pode causar introgressao. Porém,
o hibrido possui um alto grau de esterilidade ou autoincompatibilidade e caracteristicas do labelo
fazem com que a polinizagdo seja ineficiente. As possiveis consequéncias deste evento de

hibridizagao nas espécies parentais e no estabelecimento de uma nova espécie sdo discutidas.
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INTRODUGAO

Hibridizagao é um evento muito comum em vérios grupos vegetais (Arnold, 1994; Bernardello
et al., 1995; Rieseberg, 1995, Smith et al., 1996; Weiblen & Brehm, 1996), inclusive nas
Orchidaceae (Pijl & Dodson; 1966; Sundermann, 1977; Schrenk, 1978, 1984; Romero & Carnevali,
1990, 1991a, 1991b, 1992). Apesar de alguns autores afirmarem que hibridizacdo nao possui
significado evolutivo, muitos trabalhos t&m mostrado que ela € um fator muito importante na
evolugio das plantas, principaimente como uma forma rapida de formagéo de espécies ou de
conferir adaptabilidade a espécies pre-existentes através de introgressdo (Pijl & Dodson, 1966;
Schrenk, 1978; Klier et al., 1991; Arnold, 1994; Smith et al., 1996). |

Os fatores que possibilitam o isolamento reprodutivo entre espécies podem ser separados
em basicamente dois grupos: mecanismos pré-polinizagdo e pos-polinizacdo. Compatibilidade
genética entre espécies proximas ou mesmo enire géneros estreitamente relacionados € a regra em
orquideas, apesar de existirem varias exce¢des (Sanford, 1964, 1967; Johansen, 1990; Dressler,
1993). Assim, nas Orchidaceae mecanismaos pré-polinizagdo sdo os principais fatores que evitam a
hibridizagdo das espécies, tais como especificidade de polinizadores e presenca de barreiras
mecanicas nas flores (Dodson, 1962; Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1968, 1981; Paulus & Gack,
1990). Como varias espécies de orquideas se diferenciam muito rapidamente, com poucas
mudancgas a nivel cromossdémico ocorrendo e ndo afetando a compatibilidade entre elas, uma vez
que estas barreiras pré-polinizagdo s@o quebradas, a formagdo de hibridos acaba frequentemente
ocorrendo (Dodson, 1962; Pijl & Dodson, 1968, Linder, 1990; Romero & Carnevali, 1990, 1991a,
1991b, 1992; Rossi et al.; 1992; Steiner et al., 1994).

Bulbophyllum weddellii (Lindl.) Rchb. f. e B. involutum Borba, Semir & F. Barros (inéd.) sdo
espécies de ocorréncia nos campos rupestres ao longo da Cadeia do Espinhago, algumas vezes
simpatricamente. Estas espécies sdo intercompativeis, possuem eventos fenologicos sincronizados
e compartilham as mesmas espécies de polinizadores (CAPITULOS 1, 3). Durante a realizagdo de
um estudo de biologia reprodutiva destas duas espécies na Serra do Cipé, Santana do Riacho-MG,
um individuo apresentando caracteristicas intermediarias a elas foi encontrado crescendo junto a
individuos de B. weddellii. Estudos revelaram ser este individuo um hibrido natural entre estas duas
espécies, ndo reportado anteriormente. Desta maneira, este trabalho é apresentada uma descricéao
e dados sobre a biologia reprodutiva deste hibrido, e sdo discutidas as possiveis consequéncias

deste evento na evolugao do grupo.
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METODOLOGIA

Este estudo foi realizado nos campos rupestres da Serra do Cipd, municipio de Santana do
Riacho, estado de Minas Gerais. O hibrido foi encontrado crescendo sobre rochas de quartzito junto
4 uma populagao de B. weddellii (19°14'50"S; 43°30'40"W, ca. 1400m alt.), distante cerca de 10km
da populagdo de B. involutum anteriormente estudada (19°19'30"S: 43°33'50"W). O clima do local é
do tipo Cwb na classificagao de Kdepen, mesotérmico com verdes brandos e estagéo chuvosa no
verdo, estac@o seca de 3 a 4 meses no inverno e periodo Umido de 7 a 8 meses. Estas areas
possuem vegetacao aberta e de baixo porte, dominada por espécies herbaceas crescendo em solo
areno-pedregoso, € espécies herbaceas e arbustivas crescendo sobre afloramentos rochosos de
quartzito.

O individuo foi comparado morfologicamente com individuos de B. weddellii e B. involutum
destas populagbes, sendo tragado um quadro comparativo com as principais caracteristicas
intermediarias, Também foi comparade com material do género dos herbarios BHCB, ESA, HB, RB,
SP, SPF, UEC, UFU.

A frequéncia de floragdo dos “ramets” do hibrido nos uUltimos cinco anos (1992-1996) foi
estimada através do exame da presenga de eixos de inflorescéncia nos ultimos pseudobulbos. Isto
foi possivel uma vez que o individuo cresce pela emissao de um novo pseudobulbo a cada ano e os
eixos das inflorescéncias persistem secos na planta por varios anos. A fenologia do individuo foi
acompanhada mensalmente de janeiro a julho de 1996.

Foram realizadas observagdes de visitantes florais nos dias 24-26/margo de 1996, sempre
entre 7:30 e 17:00 horas, totalizando 20,5 horas. As flores eram examinadas no inicio da manha
para verificar indiretamente a ocorréncia de polinizagédo no periodo noturno, uma vez que nao foram
feitas observa¢bes neste horario. Neste periodo de observagdo, a cada intervalo de uma hora foram
tomadas medidas de temperatura e umidade relativa do ar, utilizando higrometro seco/Umido, e
velocidade do ar, através de anemémetro de palhetas Veb Anemometerbau Dresden. Observactes
suplementares foram realizadas em um individuo propagado clonaimente e cultivado a oitoc meses
em casa de vegetacdo do Departamento de Botanica da Universidade Estadual de Campinas,
Campinas-SP.

Foram realizadas autopolinizagdes em quatro flores, sendo uma delas no campo e as outras
trés no individuo cultivado em casa de vegetacdo. O nimero de flores disponiveis ndo permitiu um
maior nimero de autopolinizagbes experimentais, nem a realizagdo de retrocruzamentos com as
espécies parentais. O fruto desenvolvido teve suas sementes removidas na época da deiscéncia e
colocadas em uma soiugao de cloreto de 2, 3, 5-trifeniltetrazélio a 1% por 24 horas, que reage com a
desidrogenase presente em células vivas formando uma coloragdo vermelha. Foi examinada em

microscopic uma amostra de 300 sementes deste fruto para verificar a viabilidade das sementes.
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Sementes sem embrido, com embrido rudimentar ou que nio apresentou-se corado de vermelho
foram consideradas inviaveis. Flores destes cruzamentos que ndo desenvolveram frutos e o fruto
quando maduro foram fixados em Carnoy por 24 horas e transferidos para élcool 70%.
Posteriormente foram tratados com NaOH 10N a 60°C e lavados em agua destilada. Em seguida
foram corados com azul de anilina e examinados em microscopioc de epifluorescéncia para
observagio de crescimento de tubos polinicos e fertilizagao dos 6vulos (Dafni, 1992; modificado).
Polinarios de quatro flores foram colocados para germinar em solugio de sacarose a 10% por cerca
de 50 horas. Posteriormente foram fixados em FAA 70%, corados com carmim acético e
examinados em microscoépio.

Material testemunho das espécies foi depositado no herbaric UEC (B. weddellii, E.L.. Borba
151; B. involutum, E.L. Borba 150; B. xcipoense, E. L. Borba 200).

RESULTADOS

Morfologia

Bulbophyllum xcipoense Borba & Semir, nothosp. nov. Typus: Brasil. Minas Gerais: Santana do
Riacho, Parque Nacional da Serra do Cipd, Alto Palacio, 19°14'50”S, 43°30'40"W, ca. 1400m alt., jul.
1996 (fi) E. L. Borba 200 (holdtipo, UEC). Fig. 1-3.

Planta inter B. weddellii (Lindl.}Rchb. {. et B. involutum Borba, Semir & F. Barros intermedia et
verisimiliter ex hybridatione harum specierum orta, inflorescentia nutante, magnitudine floris et aliis

characteribus inter parentes media.

Erva rupicola. Raizes filiformes, fasciculadas, longas. Rizoma 13-28mm comp. entre os
pseudobulbos, 6-8mm diam., repente, coberto com bainhas paleaceas. Pseudobulbos 36-42x25-
27mm, eretos, ovéides, tetrégonos, amarelados, mondfilos. Folhas 49-71x24-32mm, sésseis, ereto-
patentes, rigidas, coriaceas a levemente camosas, eliptico-oblongas a oblongas, verdes, apice
agudo-apiculado, base atenuada e canaliculada. Inflorescéncia basal; escapo 26-43cm comp., 2-
3mm diam., ereto, rigido, purpureo, com 8-10 bracteas, 11-15mm comp., parpuras, posteriormente
se tornando paleaceas, apice obtuso; racemo 15-20cm comp., 15-19 flores, laxo, 1-2 flores em
antese simultdnea, raque purpura, nutante. Bracteas florais 8-9x2-3mm, ovadas, persistentes,
purpuras quando novas se tornando paieaceas na antese, apice obtuso. Pedicelos 1,5-2,7mm comp.
Flores na metade proximal da raque (ascendente) ressupinadas por tor¢édo do pedicelo, na metade

distal (descendente) ressupinadas devido ao curvamento da raque. Sépalas coriaceas, oval-
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lanceoladas, pouco falcadas, concavas, apice agudo, naviculadas, face dorsal parpura, face ventral
amarelo-esverdeada com manchas e pontuagdes plrpuras na base; sépala dorsal 11,4-13,5x4,0-
4,6mm, ereta; sépalas laterais 12,0-14,5x4,2-4,5mm, patentes, obliquas. Pétalas 3,8-4,0x1,6-1,8mm,
membranaceas, oval-lanceoladas, patentes, pouco falcadas, brancas com manchas parpuras, apice
agudo, margem ciliada. Labelo 8,9-9,0x2,9-3,4mm, carnoso, pendente em angulo de
aproximadamente 70° com a coluna, articulado com o pé da coluna; lobos laterais eretos,
auriculares, ciliados, atropurplreos com pontuagbes brancos; lobo central membranaceo, purplreo
com tergo distal e margens laterais brancas com manchas purpuras, base obtusa, apice obtuso,
margens laterais levemente crenadas, ciliadas; calo atropurptreo, oblongo com metade proximal
sulcada. Coluna 3,3-4,0mm comp., branca com pontuacdes plrpuras, com dois bracos longos,
sinuosos ou estelidia e dois dentes falcados na face ventral; antera versatil, amarelada, papilosa,
dois pares de polineas; ovario 3,5-5mm comp., obcdnico, purptreo, sulcado. Fruto capsula,
11,7x6,3mm.

Em vaérios afloramentos rochosos visitados na Serra do Cipd, foi encontrado apenas um
individuo (“genet”) com sete “ramets”, sendo que entre alguns deles ainda ocorre uma conexdo
morfoldgica, apesar de ja estarem fisiologicamente isolados. Apesar da semelhanga morfoldgica dos
orgaos vegetativos, quando nao estio florescendo os frés taxa podem ser diferenciados pelo eixo
persistente da inflorescéncia, que é nutante em B. xcipoense, genuflexa em B. weddellii e curvada
em B. involutum.

Nos materiais de herbario examinados nao foi encontrado nenhum espécime que poderia ser
identificado como semelhante & B. xcipoense. A primeira vista, B. xcipoense se assemelha bastante
a B.involutum, principalmente devido a predomindncia da coloragdo purpura (Fig. 4), e
possivelmente poderia passar despercebido caso ocorresse dentro da populacdo desta espécie.
Porém, o material de herbario de B. involutum examinado revela que B. xcipoense nao poderia se
enguadrar na variacdo desta espécie. A Tabela 1 apresenta um quadro comparativo entre
B. xcipoense e as espécies parentais propostas, B. weddelli e B. involutum. As caracteristicas
intermediarias que mais chamam a atencdo entre os taxa sé&o a forma do eixo da inflorescéncia,

forma, tamanho e cor das sépalas, pétalas e labelo, e tipo de ressupinamento da flor (Fig. 1-6).

Fenologia

Os sele “ramets” do individuo de B. xcipoense apresentam uma frequéncia de floracao baixa.
Nos udltimos irés anos apenas 3 ou 4 floresceram, sendo que nos dois anos anteriores nenhuma
floragdo ocorreu (Fig. 7A). Durante este periodo, cada “‘ramet” floresceu no maximo 3 vezes,

enquanto dois deles nao floresceram nenhuma vez (Fig. 7B).
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A emissdo de novos pseudobulbos ocorre anualmente a partir de agosto, com o surgimento
das inflorescéncias em janeiro do ano seguinte. Dos trés “ramets” que produziram inflorescéncias,
um foi coletado para cultivo e posteriormente ser incorporado no herbario. Uma das inflorescéncias
foi cortada por herbivoros ainda quando jovem, de forma que apenas um “ramet’ chegou a florescer
na natureza. A antese da primeira flor ocorreu em margo, com a floragio se estendendo até o final
de maio. Das 19 flores produzidas por esta inflorescéncia, nenhum fruto foi naturalmente formado

(uma das flores foi autopolinizada experimentalmente).
Biologia reprodutiva

Biologia floral

No local de ocomréncia de B. xcipoense a temperatura aumentou ao longo do dia,
ultrapassando os 25°C por volta das 9:30 horas e atingindo o maximo diario entre 12 e 14 horas,
decrescendo a partir deste horario (Fig. 8A). A umidade relativa do ar diminuiu ao longe do dia,
passando a assumir valores inferiores a 50% por volta das 12 horas. A partir das 14 horas ela sobe
repentinamente, ocorrendo frequentes chuvas no final da tarde. Ao longo de todo o dia, brisas e
ventos leves entre 0,5 e 3m/s foram frequentes, principalmente no inicio da manha e entre 11 e 13
horas (Fig. 8B).

A antese das flores de B. xcipoense ocorre por volta das 7 horas, com a liberagio de um
odor citrico levemente adocicado, se assemelhando ao de B. weddellii, perceptivel a partir das 10
horas, que vai se tornando menos intenso a partir das 15 horas. Na base do labelo acumula-se uma
pequena quantidade de néctar. No inicio da manha do terceiro dia as sépalas se fecham e a flor
fenesce, permanecendo entdo disponiveis cerca de 48 horas. Apds o fenescimento de uma flor,
pode levar de 1 a 4 dias para ocorrer a antese de outra flor, ou menos frequentemente existir duas
flores disponiveis em uma mesma inflorescéncia, o que nunca ocorre em B. involutum.

Os Unicos visitantes observados em flores de B. xcipoense no campo foram pequenas
moscas (2,4+0,1x1,1+0,1mm} do género Pholeomyia (Milichiidae), pertencentes & mesma espécie
do principal polinizador de B. weddellii (Pholeomyia sp.3; CAPITULO 1). No individuo cultivado, trés
espécies de Pholeomyia, também polinizadores de B. weddellii e B. involutum (Pholeomyia sp.2,
sp.3, sp.4; CAPITULO 1), visitaram flores de B. Xcipoense.

As visitas de Pholeomyia sp. ocorrem praticamente apenas no primeiro dia de antese,
iniciando-se por volta das 9 horas, quando a temperatura se eleva acima dos 25°C, e se estende até
as 16 horas (Fig. 8C-D). O periodo de maior frequéncia de visitas ocorreu entre 10 e 13 horas,
horario onde foi percebida ser mais intensa a emissdo de odores. Durante as 20,5 horas de

observagdes, foram registradas 29 visitas destes Diptera as flores de B. xcipoense. Durante todo o
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dia ocorreram aproximagc_")es de Pholeomyia sp. as flores através de sobrevdos de varios segundos,
sem contudo pousarem nelas,

Pholeomnyia sp. aproxima-se das flores através de vdos erraticos, podendo ficar sobrevoando
a flor por varios segundos e depois pousando no apice do labelo ou nas sépalas laterais. Apenas um
individuo dirigiu-se a base do labelo para se alimentar, permanecendo nesta atividade por cerca de 5
minutos. Todas as outras visitas tiveram duragéo abaixo de um minuto, na maioria das vezes de
apenas 1 a 5 segundos. O espago entre o dorso do térax do inseto e a coluna é intermediario ao
encontrado em B. weddellii e B. involutum. Como nestas duas espécies, o vento & necessario para
que ocorra a polinizagao, levantando o labelo e forgando a mosca contra a coluna. Em B. xcipoense,
sdo necessarios ventos de cerca de 2,0m/s para que isto acontega. Porém, ventos com esta
velocidade normalmente espantam os visitantes por balancarem fortemente a inflorescéncia. Desta

forma, nédo pode ser observada remogdo nem deposi¢do de polineas nas flores de B. xcipoense.

Autopoliniza¢bes experimentais

Bulbophyllum xcipoense & aparentemente autoincompativel ou estéril. Nenhuma das trés
flores autopolinizadas do individuo cultivado em casa de vegetagdo desenvolveu frutos, fenescendo
apés 8 a 21 dias. O exame ao microscdpio revelou que os gridos de pdlen germinaram
completamente, com os tubos crescendo normalmente até aproximadamente metade do canal
estilar em duas das flores. A partir dai, todos eles se tornam irregulares, tomados de calose e com 0
apice dilatado, gue acaba se estourado (Fig. 9). Na outra flor a mesma reagéo ocorreu, porém ainda
na cavidade estigmatica, antes da penetragc&o no canal estilar.

A flor autopolinizada no campo desenvolveu fruto que levou 109 dias para amadurecer.
Nenhuma das sementes se apresentou viavel, ndo possuindo embrido ou com embrido rudimentar e
que nao reagiu com o tetrazolio. Estas sementes desenvolveram-se em apenas duas placentas.
Nestas, puderam ser observadas fertilizagbes, e os tubos polinicos estavam aparentemente
normais. Na outra placenta os évulos estavam pouco desenvolvidos e néo foram observados tubos

polinicos.

Germinagdo de pélen in vitro

Dos quatro polinarios colocados em solugdo de sacarose, apenas um teve seus grios de
pélen germinados em grande quantidade. Em dois deles, rarissimos graos de polen germinaram. No
outro nao foi observada nenhuma germinagdo, e foram encontrados muitos grios de polen
deformados e n&o formando tétrades (ménades e diades). Apesar disto, em todas os polinarios, os

grao de pdélen mesmo ndo tendo germinado foram corados pelo carmim acético.
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Tabela 1- Quadro comparativo de algumas caracteristicas de B. weddellii, B. involutum e do hibrido

natural entre estas espécies, B. x cipoense.

caracteristica

B. weddellii

B. xcipoense

B. involutum

cor raque e bracteas
forma inflorescéncia

n® de flores em antese
simultanea

ressupinamento da flor

anguio labelo/coluna
comp. labelo (mm)
forma base labelo
margem limbo labelo

cor limbo iabelo

comp. sépala lateral

(mm)

forma sépala lateral

cor face adaxial sépalas
largura pétala {(mm)

forma pétala

apice pétala

verde-claro
genuflexa
>10

curvamento da raque

90°
11,8-14,7
atenuada
plana

branco com manchas
plrpuras

14,9-19,4

ablongo-lanceolada
falcada

amarela com manchas
purpuras na base

0,4-0,7

linear falcada

agudo

purpura
nutante
1-2

curvamento da raque /
torgao do pedicelo

ca. 70°

8,8-9,0

obtusa
levemente crenada

purpuro / branco com
manchas purpuras

12,0-14,5

oval-lanceolada falcada

amareio-esverdeada
com manchas purpuras
na base

1,6-1,8

oval-lanceolada
levemente falcada

agudo

purpura
curvada
1

torcdo do pedicelo

45°
6,0-8,1
truncada a cordada
involuta

atropurpuro com
apice branco
10,4-12,2

oval-triangular

verde com manchas
purpuras

2,0-3,1

ovada

obtuso
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Figura 1- Bulbophyllum xcipoense Borba & Semir. A- Habito e inflorescéncia. B- Flor.
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Figura 2- Bulbophyllum xcipoense Borba & Semir. A- pegas do perianto; pétala e sépala esquerda
mostrando o padrao de coloragao das manchas e pontos purpuros. B- ovario, coluna e labelo em
vista lateral; posicdo normal. C- ovario, coluna e labelo em vista lateral; labelo contra a coluna pela

agao do vento. D- ovario e coluna em vista inferior. E- ovario e coluna em vista superior.
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Figura 3- Bulbophyllum xcipoense Borba & Semir, A- Inflorescéncia. B- Flor. Barras de escala =
2,5cm (A) e 1,0cm (B).
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2,0cm.

Figura 4- Inflorescéncia de B. involutum (A) e B. weddellii (B). Barras de escala

113



Figura 5- B. involufum. A- pegas do perianto; pétala e sépala esquerda mostrando o padréo de
coloracdo das manchas e pontos plrpuros. B- ovario, coluna e labelo em vista lateral, posicao
normal. C- ovario, coluna e labelo em vista lateral; labelo contra a coluna pela agéo do vento. D-

ovario e coluna em vista superior. E- ovario e coluna em vista inferior.
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Figura 6- B. weddellii. A- pegas do perianto; pétala e sépala esquerda mostrando o padrdo de
coloragdao das manchas e pontos purpuros. B- ovario, coluna e labelo em vista lateral; posicao
normal. C- ovaric, coluna e labelo em vista lateral; labelo contra a coluna pela ag&o do vento. D-

ovario e coluna em vista inferior. E- ovario e coluna em vista superior,
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individuo (B) nos anos de 1992 a 1996.
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Figura 8- Dados médios de temperatura e umidade relativa do ar (A) e de velocidade do ar maxima e
minima (B) no local de ocorréncia de B. xcipoense durante o periodo de observacio de visitantes.
Freguéncia de visitas e aproximag¢bes sem pouso por hora por flor nos dias 24/3 (C) e 25/3 (D) em

B. xcipoense (mesma flor nos dois dias).
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Figura 9- Tubos polinicos formados em autopolinizagéo em B. xcipoense. A- regido normal dos tubos
polinicos. B- mesma flor, com os tubos se tornando iregulares, tomados de calose e com apice

dilatado, na regido do canal estilar.
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DISCUSSAO

A ocorréncia dentro da populacac de B. weddelli, a proximidade das populagbes, o
compartilhamento de polinizadores com floragéo no mesmo periodo e compatibilidade genética entre
B. involutum e B. weddellii (CAPITULOS 1, 3), além de morfologia intermediaria, ocorréncia de
apenas um individuo e caracteristicas da biologia (esterilidade) deixam poucas dividas que o
individuo encontrado trata-se realmente de um hibrido F1 entre estas duas espécies. Uma vez que,
devido ao tamanho, apenas o polinario de B. involutum pode ser depositado na cavidade estigmatica
de B. weddellii (CAPITULO 2) e B. xcipoense foi encontrado dentro da populagio de B. weddellii, é
bastante plausivel supor a diregdo do cruzamento gue originou o hibrido, sendo B. involutum o
doador de pdlen.

Em orquideas, barreiras pré-polinizacao, como éeparagéo temporal de floragao, polinizadores
especificos e diferencas estruturais na fior, sdo as mais importantes em conferir isolamento entre
espécies (Dodson, 1962; Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1968, 1981; Paulus & Gack, 1990). Quando
estas barreiras s&o inexistentes ou sdo quebradas, a formacdo de hibridos torna-se um evento
comum, podendo ocorrer grandes populagdes de hibridos F1 (Pijl & Dodson, 1966; Sundermann,
1977; Schrenk, 1978; Romero & Carnevali, 1990, 1991a, 1991b, 1992). Mas quando estas barreiras
pré-polinizagéo sao fortes, hibridizagao & inexistente ou acontece muito rarémente (Linder, 1990;
Rossi et al., 1992; Steiner et al., 1994).

Se nao existem barreiras pré-polinizacao entre B. weddellii e B. involuturn, e estas espécies
séo intercompativeis, por qué hibridos entre elas sdo tdo raros? Entre estas espécies ndo existe
apenas um mecanismo de isolamento reprodutivo forte operando. Aparentemente, varias barreiras
pré e pos-polinizagdo que isoladamente s3o fracas, quando somadas tornam-se eficientes,
formando um sistema de filtros que mantém a integridade entre estas espécies: os dois principais
polinizadores destas espécies sdo os mesmos, mas em ordem hierdrquica de frequéncia inversa,
sendo que o principal polinizador de uma é o secundario de outra, e vice-versa (CAPITULO 1); o
polinario de B. weddellii ndo passa através da cavidade estigmatica das flores de B. involutum,
apenas o contrario acorre (CAPITULO 2); apesar de intercompativeis, existe baixa fertilidade entre
estas duas espécies (baixa congruéncia, senso Hogenboom, 1975; CAPITULO 3); hibrido
autoincompativel ou estéril e com baixa adaptabilidade (polinizagdo ineficiente). Mecanismos
semelhantes, ocorrendo vérias barreiras isoladamente deficientes, foram encontrados em outras
Orchidaceae (Romero & Carnevali, 1991b), além de outras familias (Weiblen & Brehm, 1996), e
provavelmente s8o mais comuns do que se é estimado.

A baixa germinacdo de gréos de pédlen in vilro e 0s problemas verificados com os tubos
polinicos desenvelvidos nas autopolinizagdes e in vitro indicam a possibilidade deste hibrido possuir

esterilidade masculina, talvez por problemas meidticos, 0o que poderia ser confirmado através de
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estudos de citogeneética. Contudo, segundo Pijl & Dodson (1966), com o grande numero de dvulos e
graos de pdlen por flor e auséncia de endosperma nas sementes, as possibilidades de produgdo de
ao menos algumas poucas sementes viaveis em um hibrido com elevado grau de esterilidade sao
altas em Orchidaceae. Os individuos de orquideas usualmente vivem por um longo tempo, uma
circunstancia que fornece grandes chances de reproducdc em individuos quase estéreis,
principalmente se existe reprodugdo vegetativa, como em B. xcipoense. Desta forma,
incompatibilidade e esterilidade de hibridos em orquideas podem ser apenas termos relativos (Pl &
Dodson, 1966), e se estas barreiras & esterilidade iniciais sdo quebradas, completa fertilidade
frequentemente é alcangada em geragSes posteriores de hibridos (Rieseberg, 1995).

Porém, a baixa adaptabilidade de B. xcipoense em ter a sua polinizacao efetuada é um fator
complicante para a reproducgdo deste hibrido. Esta baixa adaptabilidade parece advinda da heranca
intermediaria de caracteres do labelo. Apesar de grandes diferencas no labelo de B. weddellii, que &
longo com calo pequeno, e B. involutumn, curto com calo grande, as duas espécies possuem
exatamente o mesmo mecanismo de polinizagdo, onde si3o necessarios ventos com a mesma
intensidade (CAPITULO 1). Isto torna-se possivel devido ao diferente angulo formado entre labelo e
coluna. As flores de B. xcipoense possuem labelo longo com calo grande, o que aumenta o angulo
entre labelo e coluna e o torna extremamente pesado, necessitando de ventos mais fortes do que
em B. weddellii e B. involutum para que a polinizacdo ocorra. Porém, estes ventos mais fortes, que
nas outras espécies espantam os polinizadores, fazem o mesmo em B. xcipoense, dificultando a
polinizagao.

E muito frequente em orquideas que os hibridos atraiam os mesmos polinizadores dos
parentais (Romero & Carnevali, 1991a, 1991b). Caso estes hibridos entéo se estabele¢cam dentro da
populagdo dos parentais, como ocorreu em B. xcipoense, introgressdo acaba ocorrendo com
frequéncia (Pijl & Dodson, 1966; Sundermann, 1977; Linder, 1990; Romero & Carnevali, 1990;
Scacchi et al., 1990). Se por um lado isto pode impedir que estes hibridos sirvam como populagbes
fundadoras para novas espécies, por outro lado Klier et al. (1991) mostraram que esta introgresséo
pode ter um significado adaptativo para as espécies parentais, ampliando o nicho ecologico delas.

A grande uniformidade fenotipica na populag@o de B. weddelli ndo mostra indicios que
introgressao esteja ocorrendo. Pijl & Dodson (1966) tém notado que apesar de hibridizagé@o entre
espécies de um mesmo género em Orchidaceae ser um evento comum, efeifos nos parentais
parecem ser limitados, indicando as dificuldades envolvidas em quebrar barreiras fisiologicas e
ecoldgicas a hibridizagdo. Isto pode levar a ocorréncia de hibridos como apenas artefatos ocasionais
encontrados raramente na natureza, ndo gerando consequéncias evolutivas nestes grupos e apenas
causando confusdo em taxonomistas quando incorporados em colegbes limitadas de herbarios (Pijl
& Dodson, 1966; Sundermann, 1977; Schrenk, 1978), o que pode ser o caso de B. xcipoense. Por

outro lado, como apontam Romero & Carnevali (1992), estudos de hibridizagdo natural em
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Orchidaceae podem ajudar a explicar padrbes de variagio morfologica em espécies com ampla
distribuicdo geografica (como B. weddellii e B. involutum), e entao auxiliar a entender géneros de

orquideas complexos e gerar novas idéias sobre ecologia e evolugéo da familia.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Em 1981, Dressler declarou ser pegueno o conhecimento existente a respeito de
especificidade entre moscas e orquideas. Provavelmente devido a reputagdo dos Diptera como
polinizadores ineficientes, caracterizados por falta de constancia e comportamento casual (Pijl &
Dodson, 1966; Faegri & Pijl, 1979; Bierzychudek, 1981; Chase, 1985; Christensen, 1994), ©
interesse devotado a miiofilia em Orchidaceae tem sido escasso, sendo muito pouco acrescentado
desde entdo. Os resultados aqui encontrados demonstram que relagdes muito interessantes podem
ser encontradas entre estes insetos e orquideas, formando uma area certamente muito promissora
para estudos posteriores. Particularmente interessante é investigar a relagéo entre os Milichiidae e
os Bulbophylium neotropicais. Para isto, sdo necessarios muitos estudos de caso ndo apenas nas
espécies de Bulbophylium, mas também nas espécies da subtribo Pleurcthallidinae, assim como
aumentar o numero de estudos de polinizagao nas espécies asiaticas, africanas e da Oceania.

Mas o passo maior sera dado com estudos de volateis responsaveis pelos odores nas flores,
que certamente desempenham o maior papel na atragéo dos polinizadores. Uma grande ajuda neste
sentido tem sido feita pelo trabalho de Kaiser (1993), porém muito ainda ha por se desenvolver. A
identificac@o dos polinizadores também é um fator preponderante para o sucesso destes estudos,
porém algumas vezes ela é impossibilitada: os polinizadores em casos de sapromiiofilia
normalmente séo fémeas, e a taxonomia frequentemente é baseada nos machos {por exemplo, em
Milichiidae), sendo muitas vezes as fémeas das espécies desconhecidas (Dr. Curtis W. Sabrosky,
USA National Museum, e Dr. Angelo P. Prado, Depto. Parasitologia da Universidade Estadual de
Campinas, comunicagdo pessoal). Infelizmente, aliado a esta dificuldade de identificagao, alguns
pesquisadores ndo coletam os polinizadores, sendo frequente encontrarmos expressdes do tipo
“drosophila-like” em varios trabalhos. Porém, & distancia as quais est@o observagbes séo realizadas
(normalmente nao mais que um metro), Milichiidae, Drosophilidae, Chloropidae, Carnidae e muitas
outras moscas acaliptradas sdo “drosophila-like”.

Em relagbes de elevada especificidade, como nas de polinizagio por abelhas euglossine ou
nos sistemas de pseudocépula, os estudos de polinizagdo tém sido uma ferramenta auxiliar na
taxonomia das corquideas, mostrando-se bastante Uteis. Isto chegou a levar Dressler (1968) a dizer
que “ndo fosse o fato das Euglossa negarem-se a expressar opiniao a respeito de material de
herbario, os taxonomistas deveriam sempre consulta-las”. A especificidade de polinizagao em
relagdo a moscas aqui observada mostra que nestes grupos de orquideas miidfilas estes estudos
também podem ser de grande auxilio na taxonomia, como o foram no caso de B. involutum e
B. ipanemense . Uma revisio taxondmica do complicado grupo com cerca de oito espécies muito
semelhantes morfologicamente ac qual estas duas pertencem, utilizando-se do auxilio de dados de

polinizagdo e quimica de volateis, € uma boa maneira de se por em pratica estas idéias.
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Uma pergunta bastante intrigante e que nos deixa bastante curiosos para respondé-la é:
porque os géneros de orquideas com maior nimero de espécies, entre eles Bulbophyllum, sao
miidfilos? Nao apenas a riqueza em espécies, mas também a ampla distribui¢do e a evolugéo
repetidas vezes da miiofilia mostram o sucesso deste sistema na familia. Talvez seja apenas
coincidéncia, porém isto indica que nao necessariamente orquideas atraindo polinizadores
ineficientes sejam fortemente selecionadas contrariamente e evolutivamente instaveis, como sugere
Tremblay (1992). Conforme discutido anteriormente, esta aparente ineficiéncia provavelmente € uma
eficiente estratégia ecoldgica, e possivelmente uma das chaves para o sucesso deste e de outros
grupo miidfilos. Talvez nés & quem estejamos sendo ineficientes ao tentar medir “fitness’ e
estabilidade evolutiva através de estudos de frutificagdo em apenas uma estacéo fenolégica destas
plantas que podem viver centenas de anos. Uma vez que reproducdo sexuada nestes individuos fica
restrita a eventos relativamente raros, &€ importante a evolugdo de mecanismos que favoregam a
polinizagdo cruzada. O mecanismo desenvolvido em B. involutum e B. jpanemense e extremamente
interessante, e parece especiaimente adaptado ao comportamento de moscas permanecerem na
flor por um periodo prolongado de tempo. Varios mecanismos deste tipo tém sido encontrados em
Orchidaceae (Dodson & Frymire, 1961; Pijl & Dodson, 1966; Ackerman & Mesler, 1979; Dressler,
1981; Catling & Catling, 1991). Estas barreiras mecanicas sdo muito vantajosas, pois elas ndo
acarretam em perda de polén e évulos como em sistemas de autoincompatibilidade. Além disto, por
serem plasticas, elas mantém o potencial de apenas um individuo estabelecer uma populagao ou
uma espécie em uma area. Isto é particularmente importante na dispersdo de orquideas restritas a
afloramentos rochosos de campos rupestres, que representam verdadeiras ilhas.

Mas, diferente dos outros mecanismos que evitam autopolinizacdo, este mecanismo de
variagdo no tamanho da polinea apresentado por B. involutum e B. ipanemense oferece adicional
isolamento em espécies nfo relacionadas que compartiiham os mesmos polinizadores. Isto
concorda com a teoria de Dodson (1962) a respeito da “leap-frog speciation”, formulada a principio
em espécies de Stanhopea polinizadas por euglossine. Segundo Dodson, espécies
filogeneticamente proximas estariam sendo formadas e se mantendo isoladas através de odores
diferentes atraindo polinizadores especificos (como em B. involutum e B. jpanemense), enquanto em
espécies distantes o isolamento se daria através de varios outros mecanismos (como em
B. weddellii e B. involutumn).

Além dos estudos observacionais de polinizacéo e estudos de quimica de volateis, um maior
numero de trabalhos de sistemas de reproducdo sio necessarios para entendermos 0s mecanismos
de isolamento reprodutivo em orquideas. Os conhecimentos de incompatibilidade (auto e entre
espécies) foram negligenciados por muito tempo, conhecendo-se hoje muito pouco sobre os
processos que ocorrem nestres cruzamentos. A infinidade de hibridos artificiais feitos pelo homem,

com a divulgacgéo apenas dos resultados de cruzamentos com sucesso, levou & crenga de orquideas
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serem um grupo potencialmente muito promiscuo. Certamente, isto n&o é inteiramente verdadeiro, e
o numero de excegbes se tornou muito elevado, mostrando que barreiras genéticas, totais ou
parciais, estdo presentes. Isto também ajuda a mostrar que o mito da especificidade de
polinizadores como praticamente a unica barreira a autopolinizagdo e ao isolamento reprodutivo
entre espécies néo é verdadeiro. Orquideas tém recentemente mostrado ser um grupo muito mais
“maleavel” do que foi primeiramente visualizado, sendo entdo mais esperado encontrarmos um
sistema com varias barreiras “fracas” operando conjuntamente, como observado neste trabalho, do
que apenas uma ou duas barreiras rigidas.

Mesmo com as eficientes barreiras interespecificas, hibridizagdo tem se mostrade muito
comum em Orchidaceae, e alguns autores a tem considerado como uma das mais importantes
formas de evolugdo no grupo (Pijl & Dodson, 1966; Schrenk, 1978). Além de podermos melhor
entender o isolamento entre espécies, estudos envolvendo hibridos podem nos mostrar como
determinadas caracteristicas estdo adaptadas e participam no processo de polinizagdo em
orquideas, como o comprimento do limbo, calo e angulo do labelo em B. weddellii, B. involutum e
B. xcipoense. A ja conhecida adaptabilidade ocasionada por introgresséo entre especies (Klier et al.,
1991), bem como o surgimento e estabelecimento de novas espécies (Pijl & Dodson, 1966) também
nos mostram a importancia de darmos importancia aos eventos de hibridizag&o em orquideas.

Dressler (1981), no seu primeiro livro sobre evolugéo e sistematica de Orchidaceae, devotou
o Gltimo capitulo a relatar o que ele ainda achava necessario conhecermos a respeito das orquideas,
para melhor enterdermos a evolugdo da familia e construirmos um melhor sistema de classificagdo
do grupo (cap. 12: "What we need to know about orchids”, pag. 275). O impacto foi impressionante,
e como ele proprio comenta no seu segundo livio a mesmo respeito (Dressler, 19983}, o
conhecimento produzido nos temas a que ele se referiu durante esta década que se passou foi
espantosamente grande. Obviamente sem a mesma pretenséo, dedico meus Ultimos paragrafos a
relacionar alguns topicos que acredito serem de grande importancia para o entendimento dos grupos
miidfilos de orquideas, em especial Bulbophyllum.

Comao j& dito algumas vezes e mais uma vez é reforgado, sdo necessarios varios estudos de
casos de polinizagio das espécies de Bulbophyllum, e com preferéncia estudos comparativos
envolvendo espécies de Pleurothallis e outras Pleurcthallidinae. Durante os Ultimos anos tem
crescido o nUmero de trabalhos sobre fluxo polinico, e em orquideas por terem todo o polen
empacotado em polineas s&o muito interessantes e relativamente faceis de se desenvolverem estes
estudos (Peakall, 1989). Como moscas normalmente voam distancias muito curtas, quando
comparadas com outros polinizadores como himendpteros, estes estudos sdo muito importantes
para verificar 0 efeito da polinizacéo por estes insetos na limitagéio do fluxo génico dentro e entre
populagdes. Iste pode ajudar a explicar a rigueza de espécies nestes grupos. Estes trabalhos

poderiam ser fortemente auxiliados por estudos de isoenzimas a nivel de populagbes. Medidas de
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sucesso reprodutivo s@o tambem necessarias nestes grupos, e preferencialmente em estudos a
longo prazo, visando detectar as consequéncias da frutificagio em uma estagio no desenvolvimento
futuro do individuo, se possivel com observaces de estabelecimento de plantulas e recrutamento
populacional. Devido a dificuldade, estes trabalhos sao praticamente ausentes. Estudos de quimica
de volateis parecem ser um dos mais promissores no campo da biologia floral destas orquideas, e
hoje estdo disponiveis apenas para algumas espécies asiaticas (Kaiser, 1993).

Devido a grande variacdo que tem sido encontrada, estudos envolvendo polinizagdes
experimentais devem ser realizados com um nlmero muito elevado de cruzamentos, e
preferenciaimente envolvendo varias repeticdes em um mesmo par de individuos. Isto deve ser
acompanhado de estudos de embriologia e de investigacOes de tubos polinicos. Mas, provavelmente
apenas com a ajuda da genetica e da biologia molecular, padrbes e processos de incompatibilidade
em orquideas poderdo ser desvendados. Estes serdo de grande valor para entendermos melhor o
isolamento entre espécies e limites a autogamia e a cruzamentos entre individuos geneticamente
semeihantes.

Trabathos de  citogenética poderdo  ajudar a entender processos de
intercompatibilidade/incompatibilidade entre espécies. Estudos da meiose em hibridos naturais
também séo essenciais para conhecimento dos processos de esterilidade nestes, ou mesmo em
espécies que apresentam problemas de reproducéo, como as trés aqui estudadas.

Estes topicos, que na verdade abrangem praticamente toda a biologia reprodutiva do grupo,
estdo muito carentes de estudos, e ao relaciona-los talvez esteja apenas colocando-os como uma
provavel meta de meu proprio trabalho futuro, mas seria muito bom se também servisse como
estimulo para algumas pessoas que queiram trabalhar com algo extremamente prazeiroso e

intrigante.
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