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“Sweet is the lore which nature brings;
Our meddling intellect
Mis-shapes the beauteous forms of things;

-- We murder to dissect.

Enough of science and of art;
Close up these barren leaves;
Come forth, and bring with you a heart

That watches and receives.”

- William Wordsworth — The Tables
Turned, 1798
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RESUMO

Osmoforos e nectérios sdo componentes essenciais em flores de orquideas, estando
associados a elevada especializacdo da polinizacdo na familia. Em Spiranthinae, a
presenca de osmoforos foi descrita para a face abaxial do labelo, localizagdo incomum
em flores de orquideas. Nessa subtribo, a regido de armazenamento do néctar é
essencialmente delimitada pela base do labelo, pelo pé da coluna e pelas sépalas laterais.
Estudos, principalmente de biologia floral, apontam a presenca de auriculas produtoras
de néctar na base do labelo, em projecdes laterais ou intumescimentos com células
glandulares, em diversas espécies do grupo. A estrutura geral das flores das Spiranthinae
indica que a sindrome da melitofilia é a mais comum e amplamente distribuida no grupo.
Alternativas a melitofilia parecem demonstrar uma irradiacdo adaptativa na subtribo para
diversos grupos de polinizadores (mariposas, borboletas e beija-flores), provavelmente a
partir de uma condicdo ancestral melitéfila. Em decorréncia da ampla variacdo observada
nas sindromes de polinizag&o nas Spiranthinae, e as estruturas ndo usuais dos nectarios e
osmoforos ja observados para o grupo, neste trabalho descrevemos a morfologia e
anatomia destas estruturas no labelo de espécies de diferentes linhagens da subtribo para
associar a ocorréncia e caracteristicas destas estruturas secretoras com os mecanismos de
polinizagdo e grupos de polinizadores e inferir sua evolugéo no grupo. Foram coletadas
flores de individuos pertencentes a 17 espécies da tribo Cranichideae (14 de Spiranthinae
e trés do grupo irmédo Cranichidinae) e feitas analises morfoldgicas, de microscopia de
luz, transmisséo e varredura, além de analise morfométrica multivariada e de otimizacao
dos caracteres estruturais por parcimonia. Os resultados indicam que as auriculas
encontradas na base do labelo sdo efetivamente nectérios, e que a posi¢do mais comum
dos osméforos na subtribo é na face abaxial do labelo. No dendrograma construido a
partir da matriz com todos os caracteres ha poucos grupos bem definidos, em func¢édo da
baixa similaridade geral entre as espécies. Uma primeira divisdo no dendrograma separa
todas as espécies de Spiranthinae em um grupo e as espécies de Cranichidinae constituem
um outro grupo. O unico grupo formado inteiramente por e incluindo todas as espécies
apresentando uma mesma sindrome de polinizacdo é o constituido pelas espécies
ornitéfilas, que aparece como o mais coeso e diferenciado na andlise utilizando apenas 0s
caracteres anatdmicos, porém este grupo ndo é recuperado na analise com apenas 0s

caracteres morfolégicos. Nenhum dos grupos citados na analise utilizando apenas 0s
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caracteres anatdmicos foi recuperado na analise empregando a matriz com apenas 0s
caracteres morfologicos, e esta Ultima néo reflete nem as sindromes de polinizagdo e nem
a filogenia do grupo. Todos os caracteres anatdbmicos apresentaram algum grau de
homoplasia, o qual eventualmente foi elevado. De uma maneira geral, foi observada
muito pouca correlacdo entre a evolugéo destes caracteres e a filogenia do grupo ou com
as sindromes de polinizacdo. Excecfes notéveis estdo relacionadas a ornitofilia e a
polinizacdo por polinizadores com aparato bucal longo, e eventuais sinapomorfias de

clados principais.

Palavras-chave: anatomia floral; nectarios; Orchidaceae; osméforos; sindromes de

polinizagdo; Spiranthinae
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ABSTRACT

Osmophores and nectaries are essential components in orchid flowers, being associated
with the high specialization of pollination in the family. In Spiranthinae, the presence of
osmophores was described for the abaxial aspect of the lip, an unusual location in orchid
flowers. In this subtribe, the nectar storage region is essentially delimited by the base of
the lip, the foot of the column and the lateral sepals. Studies, mainly of floral biology,
indicate the presence of nectar producing auricles at the base of the lip, in lateral
projections or swellings with glandular cells, in several species of the group. The general
structure of Spiranthinae flowers indicates that the syndrome of melittophily is the most
common and widely distributed in the group. Alternatives to melittophily seem to
demonstrate an adaptive irradiation in the subtribe for several groups of pollinators
(moths, butterflies and hummingbirds), probably from an ancestral melittophilic
condition. As a result of the wide variation observed in the Spiranthinae pollination
syndromes and the unusual structures of the nectars and osmophores already observed for
the group, this work describes the morphology and anatomy of osmophors and floral
nectaries in species of different lineages of the subtribe to associate the occurrence and
characteristics of these secretory structures with pollination mechanisms and groups of
pollinators and their evolution in the group. Flowers of individuals belonging to 17
species of the Cranichideae tribe (14 Spiranthinae and three of its sister group,
Cranichidinae) were collected and morphological, light microscopy, transmission and
scanning analysis were performed, as well as multivariate morphometric analysis and
optimization of structural characters for parsimony. The results indicate that the auricles
found at the base of the lip are effectively nectaries, and that the most common position
of the osmophores in the subtribe is the abaxial surface of the lip. In the dendrogram
constructed from the matrix with all the characters there are few well defined groups, due
to the low general similarity between the species. A first division in the dendrogram
separates all species of Spiranthinae in one group and the species of Cranichidinae
constituting another group. The only group formed entirely by and including all species
exhibiting the same pollination syndrome is the ornithophilous species, which appears as
the most cohesive and differentiated in the analysis using only the anatomical characters.
None of the groups mentioned in the analysis using only the anatomical characters was

retrieved in the analysis employing the matrix with only the morphological characters,
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and the latter did not reflect both the pollination syndromes and the phylogeny of the
group. All anatomical characters presented some degree of homoplasy, which eventually
was elevated. In general, very little correlation was observed between the evolution of
these characters and the phylogeny of the group or the pollination syndromes. Notable
exceptions are related to ornithophily and pollination by pollinators with long buccal
apparatus, and eventual synapomorphies of main clades.

Keywords: floral anatomy; nectaries; Orchidaceae; osmophores; pollination syndromes;

Spiranthinae
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INTRODUCAO

A especializacdo de flores para a atracdo de polinizadores especificos €
caracteristica marcante da familia Orchidaceae. Desde a zigomorfia floral, com a presenca
de uma pétala modificada - o labelo, usualmente em posicdo inferior devido ao
ressupinamento da flor, até o tamanho e posi¢cdo da cavidade nectarifera, as flores de
orquideas apresentam formas que levam a grande especificidade do tamanho e
comportamento do polinizador. A maioria dos representantes da familia é polinizada por
himendpteras, provavelmente uma condicao ancestral no grupo, e que levou as primeiras
modificag¢bes surgidas nas flores (Dressler, 1981). As flores que apresentam sindrome
melitéfila (polinizadas por abelhas), geralmente possuem odor diurno agradavel, perianto
amarelo e diversos tons de roxo, além de guias de néctar direcionando o polinizador a
recompensa (van der Pijl & Dodson, 1966). Por ndo enxergarem a cor vermelha, as
abelhas ndo costumam acessar recursos de flores com esta coloragdo. Beija-flores
aprendem entéo que flores de perianto vermelho, alaranjado, rosado, sdo mais propensas
a oferecer recompensas. A sindrome de psicofilia, polinizagdo por borboletas, é bastante
similar a de ornitofilia, exceto pelo fato de que flores psicofilas costumam apresentar odor
(as vezes imperceptivel), além do perianto chamativo. Diferentemente das borboletas,
mariposas sdo noturnas, e logo flores de sindrome falendfila costumam ter perianto
branco/esverdeado e liberar forte odor adocicado a noite (van der Pijl & Dodson, 1966;
Dressler, 1981).

A tribo Cranichideae, da familia Orchidaceae, possui distribuicdo nos tropicos e
neotrdpicos, com sete subtribos e mais de 90 géneros (Salazar, 2003). Spiranthinae Lindl.
ex Meisn. é uma dessas subtribos que forma um grupo monofilético com a subtribo
Cranichidinae, e possui cinco grandes clados com mais de 400 espécies. Sdo
caracterizadas por serem ervas majoritariamente terrestres e sua distribuicdo se da
principalmente no neotropico (Salazar, 2003; Salazar et al., 2003, 2011, no prelo). Apesar
de ser considerado um grupo monofilético, Spiranthinae ndo apresenta sinapomorfias
morfoldgicas evidentes que as diferencie das demais subtribos. A estrutura geral das
flores de Spiranthinae indica que a sindrome da melitofilia é a mais comum e amplamente
distribuida no grupo. Estudos de biologia floral tém confirmado as abelhas como grupo
principal de polinizadores em Spiranthinae (Singer & Cocucci, 1999; Singer & Sazima,

1999; Sanguinetti & Singer, 2014). Entretanto, outros estudos mostram que algumas
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espécies sdo polinizadas por lepiddpteros diurnos e noturnos, como mariposas em
Sauroglossum elatum (Singer, 2002) e borboletas em Pteroglossa (Pansarin & Ferreira,
2015), e por beija-flores, como em Sacoila lanceolata; (Catling, 1987; Singer & Sazima,
2000) e espécies de Dicromanthus (Salazar, 2009). Estas alternativas a melitofilia
parecem demonstrar uma irradiacdo adaptativa na subtribo para diversos grupos de
polinizadores (mariposas, borboletas e beija-flores), provavelmente a partir de uma
condicdo ancestral melitofila (Borba et al., 2014). Salazar et al. (2011) sugerem que, em
Spiranthinae, a polinizacdo por beija-flores tenha surgido diversas vezes, notando a
grande convergéncia dos caracteres florais especificas para esse tipo de polinizacéo,
sendo possivel apontar géneros de flores ornitéfilas no clado 2 (Sacoila, Skeptrostachys
e independentemente em Stenorrhynchos), no clado 3 (Coccineorchis), e no clado 5
(Dichromanthus e independentemente em Svenkoeltzia), na analise filogenética mais
recente proposta para a subtribo (veja Figura 1; adaptada de Salazar et al., no prelo),
sustentando esta hipotese.

Van der Pijl & Dodson, em seu livro “Orchid flowers: their pollination and
evolution” (van der Pijl & Dodson, 1966), a principal obra de referéncia sobre polinizacdo
na familia, mencionam exemplos de géneros em Spiranthinae que sdo possivelmente
ornitofilos, em um pequeno grupo de flores de coloracdo vermelha e rosada, como
Sacoila, Stenorrhynchos e Dichromanthus, e sugere que sua polinizacdo seja feita por
beija-flores. Catling (1987) e Salazar et al. (2011) confirmaram a ocorréncia de ornitofilia
em Sacoila lanceolata e Dichromanthus, respectivamente, reforcando a hipdtese
apresentada por van der Pijl & Dodson (1966). As flores de Sacoila e Dichromantus
aparentemente ndo possuem odor, 0 que sugere a auséncia de osmdforos, caracteristica
esperada em flores ornitofilas. Osmoéforos e nectarios sdo componentes essenciais em
flores de orquideas, pois estdo associados aos altamente especializados processos de
polinizagdo na familia. A presenca ou auséncia destas estruturas pode afetar a efetividade
da polinizacdo de uma espécie, determinando, em grande parte, as interacdes planta-
polinizador e a eficiéncia do processo de polinizacéo.

Os osmoforos sdo, geralmente, agregados de células glandulares epidérmicas, de
morfologia varidvel, produtoras de secrecdes volateis emissoras de odor. A presenca de
odores frescos levemente adocicados durante o dia € indicacdo de sindrome melitofila,
enguanto gue o odor fortemente adocicado no periodo noturno indica sindrome falendfila

(Dressler, 1981). Essas glandulas produtoras de fragrancias possuem células de

6



© 00 N o u b~ W N

w W W W N N N N N NN N N NN P PR R R R R R
w N P O VW 00 N O U A W N P O O 0O N O B B W M —» O

citoplasma denso e ndo acumulam suas secrecGes por longos periodos de tempo,
normalmente secretando-as & medida que sdo produzidas (Vogel, 1990). Osmdforos
ocorrem em posicOes variadas em flores de orquideas (Dressler, 1981), sendo mais
comumente encontrados na face adaxial do labelo, em regides de calosidades, onde
também se encontram guias de néctar, ou ainda no lobo terminal do labelo. O
posicionamento das células dos osmoforos pode ser importante para guiar o polinizador
a posicao ideal em que ele deve pousar na flor (Dressler, 1981).

Em Cyclopogon elatus, Wiemer et al. (2009) registraram que 0s osmaoforos estao
dispostos na face abaxial do labelo, constituindo uma localizagdo incomum para essas
estruturas em flores de orquideas, tendo sido este o primeiro estudo de anatomia dessas
estruturas na subtribo Spiranthinae. Posteriomente, osméforo na mesma localizacéo,
porém com estrutura diferente, foi descrito em Cotylolabium, género mono-especifico e
grupo irmao do restante da subtribo Spiranthinae (Borba et al. (2014) . Como Cyclopogon
encontra-se em um dos clados mais derivados da subtribo, e devido o posicionamento
filogenético de Cotylolabium (Borba et al., 2014; Salazar et al., no prelo), podemos supor
que a posicdo dos osmaéforos na face abaxial do labelo, ndo usual em orquideas, pode ser
conservada em Spiranthinae.

Nectéarios florais sdo estruturas secretoras que produzem néctar e estdo
diretamente associados a polinizacdo, fornecendo recompensa aos polinizadores que
visitam as flores, muitas vezes atraidos pelo odor liberado pelos osmoforos (Fahn, 1979;
Wiemer et al., 2009). ObservacOes feitas por Dafni & lIvri (1979) demonstraram uma
maior probabilidade de visitas e permanéncia de polinizadores em flores de orquideas que
ofertavam néctar. O tecido conhecido como nectarifero costuma consistir em uma
epiderme, podendo conter tricomas associados, células parenquimaticas e estar associado
a células do tecido vascular. O néctar pode ser liberado de diversas maneiras como, por
exemplo, por meio de estdbmatos ou atravessando a barreira imposta pela cuticula (Paiva,
2017). Tanto o volume quanto a concentracdo de agucares do néctar estdo frequentemente
correlacionados com o tipo de polinizador, sendo usualmente mais concentrados em
flores polinizadas por abelhas e mais diluidos e com maior volume em flores polinizadas
por beija-flores e por lepidopteras (Proctor et al., 1996).

Em Spiranthinae, a regido de armazenamento do néctar é essencialmente
delimitada pela base do labelo, pelo pé da coluna e pelas sépalas laterais. Porém, existe

uma ampla variacdo morfoldgica na estrutura que armazena o néctar nas espécies do

7



© 00 N o u b~ W N

w W W W N N N N N NN N N NN P PR R R R R R
w N P O VW 00 N O U A W N P O O 0O N O B B W M —» O

grupo, podendo se apresentar como mento ou calcar, por exemplo, ser mais gibosa,
prolongada ou decurrente com o ovario, e essa variagdo aparentemente esté associada ao
tipo de polinizador (Dressler, 1981). A estrutura que armazena 0 néctar ndo
necessariamente € a regiao de producdo do mesmo, e sua localizacao ndo esta relacionada
a estrutura ou posicao do nectario. Estudos, principalmente de biologia floral, apontam a
presenca de auriculas produtoras de néctar na base do labelo em diversas espécies de
Spiranthinae (Singer & Cocucci, 1999; Singer & Sazima, 1999, 2000, 2001; Singer, 2002;
Salazar & Ballesteros-Barrera, 2010; Salazar et al., 2011; Sanguinetti & Singer, 2014;
Pansarin & Ferreira, 2015). Essas auriculas, consideradas entdo nectarios, estdo mais
proximas da base do labelo, em projecGes laterais ou intumescimentos com células
glandulares. Cotylolabium lutzii, previamente descrita como ndo possuindo nectarios
devido a auséncia de tais auriculas, apresenta espessamentos na base do labelo, os quais
efetivamente constituem nectérios (Borba et al., 2014)

Em decorréncia da ampla variacdo observada nas sindromes de polinizacdo nas
Spiranthinae e as estruturas ndo usuais dos nectarios e osmoforos ja observados para o
grupo, hipotetizamos que: 1) A posicdo do nectario em flores de Spiranthinae é
conservada nos diferentes géneros, independentemente da sindrome de polinizagao
associada (predicdo: os nectarios em Spiranthinae ocorrem apenas nas auriculas da base
do labelo); 2) A estrutura do nectario em flores de Spiranthinae é variavel e
correlacionada a sindrome de polinizacao (predicdo: as flores melitofilas, que produzem
néctar mais concentrado, possuem nectarios estruturalmente diferentes daqueles de flores
ornitofilas, falendfilas e psicofilas, que produzem néctar mais diluido e geralmente em
maior volume, independentemente da relacéo filogenética); 3) A posicdo dos osmoforos
em flores de Spiranthinae esta correlacionada a sindrome de polinizacdo (predicdes:
flores melitéfilas possuem osmdforos na face abaxial do labelo, independentemente do
posicionamento filogenético; flores falendfilas, principalmente, mas eventualmente
também em flores psicdéfilas, onde osmdforos usualmente funcionam como guias de
néctar, possuem osmoforos em posicao diferente das melitofilas, se posicionando na face
adaxial do labelo; flores ornitéfilas ndo apresentam osmaforos, independentemente do
posicionamento filogenético do género, sendo essa perda uma homoplasia); 4) A estrutura
dos osmdforos em flores de Spiranthinae ndo esta correlacionada a sindrome de
polinizacdo (predicéo: variagdes estruturais que eventualmente ocorram est&o associadas

a linhagens, possuindo sinal filogenético).
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Objetivando testar as hipoteses acima mencionadas, foi realizada a caracterizagéo
da morfologia e anatomia de osmoforos e nectarios florais neste grupo, amostrando
especies representantes das diferentes linhagens da subtribo. Pretendemos, ainda, associar
a ocorréncia e caracteristicas destas estruturas secretoras com 0s mecanismos de
polinizacdo e grupos de polinizadores, para tracar um primeiro esbogo sobre a evolucao
destas estruturas neste peculiar grupo de orquideas.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e &rea de coleta

Foram examinadas flores de individuos pertencentes a 17 espécies da tribo
Cranichideae, sendo 14 de Spiranthinae e, para efeito de comparacdo e andlises
evolutivas, trés do grupo-irméo Cranichidinae. Para as Spiranthinae foram amostradas
Beloglottis mexicana Garay & Hamer, Cyclopogon chloroleucus Barb.Rodr., C. elatus
(Sw.) Schitr., Cotylolabium lutzii (Pabst) Garay, Dichromanthus cinnabarinus (Lex.)
Garay, Eltroplectris triloba (Lindl.) Pabst, Lankesterella ceracifolia (Barb.Rodr.) Mansf.,
Mesadenella cuspidata (Lindl.) Garay, Pelexia pterygantha (Rchb.f. & Warm.) Schitr.,
Pteroglossa roseo-alba (Rchb.f.) Salazar & M.W.Chase, Sacoila lanceolata (Aubl.)
Garay, Sarcoglottis fasciculata (Vell.) Schitr., Sauroglossum elatum Lindl. e
Skeptrostachys balanophorostachya (Rchb.f. & Warm.) Garay; enquanto para as
Cranichidinae foram amostradas Cranichis candida (Barb.Rodr.) Cogn., Prescottia
glazioviana Cogn. e P. oligantha (Sw.) Lindl. (Figura 1). Para as espécies brasileiras
foram realizadas coletas nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa Catarina, e
também cultivo em casa de vegetacdo na Universidade Federal de Minas Gerais (Tabela
1). As espécies nao-ocorrentes no Brasil foram coletadas no México, com o auxilio do
Prof. Dr. Gerardo A. Salazar, da Universidad Nacional Auténoma de México.

A escolha das espécies visou contemplar ao menos um representante de cada um
dos principais clados da subtribo (Figura 1), de modo a analisar a natureza dos tecidos
secretores e possiveis sinais filogenéticos. Essas espécies também representam as
sindromes de polinizagdo conhecidas para o grupo, segundo estudos de biologia floral
publicados (Singer & Cocucci, 1999; Singer & Sazima, 1999, 2000; Singer, 2002;
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Wiemer et al., 2009; Pansarin & Ferreira, 2015) e caracteres morfoldgicos caracteristicos
de cada grupo de polinizadores. Foram analisadas espécies melitofilas (as mais
amplamente abundantes no grupo), ornitéfilas (que surgiram varias vezes no grupo),

falenofilas e psicofilas.

Morfologia e biologia floral

As descricdes morfoldgicas foram feitas a partir de observacéo de material fresco
e fixado. Os dados morfologicos ndo disponiveis no material foram obtidos das obras de
Hoehne (1945) e de Azevedo et al. (2014). Para a dimensdo das pegas florais, foram
utilizados valores médios de duas a trés flores por individuo (Tabela 2). As imagens foram
obtidas utilizando camera Nikon D90 para fotos macro, e camera SC30 acoplada a lupa
Olympus SZX7 com o programa analySIS getIT! para imagens obtidas em

estereomicroscopio.

Microscopia de luz

Embora existam relatos da presenca de osmoforos nas sépalas e nas pétalas laterais
de orquideas, em Spiranthinae todos os registros em literatura indicam o labelo como a
peca floral que costuma apresentar nectarios e osmaéforos, e 0 exame de material fresco
das partes florais das espécies estudadas confirmam esta sugestdo. Assim, considerando
que as sépalas e demais pétalas ndo parecem ter estrutura secretora neste grupo, as
analises anatdmicas foram restritas ao labelo.

Amostras de labelo coletadas de flores em antese foram fixadas em solugédo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) e posteriormente desidratadas em série etandlica e
incluidas em 2-hidroxietil-metacrilato (Historesin, Leica). SecOes transversais e
longitudinais com 6um de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo (Hyrax M40,
Zeiss), coradas com azul de toluidina em tampéo fosfato pH 6,8 (O’Brien et al., 1964) e
montadas com resina sintética (Entellan, Sigma). Sec¢des do material fixado foram
submetidas ao reagente de Lugol (Johansen, 1940) para observacéo de amido; Sudan red
B para deteccéo de lipidios em geral (Brundett et al. 1991) e solucdo aquosa de vermelho
de ruténio a 0,02% para deteccdo de substancias pécticas (Jensen 1962). As imagens

foram obtidas em camera fotogréfica digital e microcomputador com o programa de
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captura de imagens Leica Aplication Suite LAS EZ acoplados a um microscopio de luz
(Leica ICC50 HD). Dados anatémicos de Cotylolabium lutzii foram compilados de Borba
et al. (2014).

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Amostras do labelo das flores de Cotylolabium lutzii, Cranichis candida,
Cyclopogon elatus, Lankesterella ceracifolia, Mesadenella cuspidata, Pelexia
pterigantha, Sacoila lanceolata e Sauroglossum elatum foram utilizadas para as analises
de micromorfologia. A amostragem destas espécies teve por objetivo contemplar pelo
menos uma espécie para cada sindrome de polinizacéo descrita no grupo.

As amostras foram fixadas em solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965),
desidratadas em série etandlica e levadas a secagem em ponto critico de CO2 (Robards,
1978). Apos a fixacdo das amostras nos stubs, foi realizada a deposicdo metalica com
ouro. A observagdo e a captura de imagens foram realizadas em microscépio eletronico

de varredura (Quanta 200, FEI Company).

Microscopia eletronica de transmisséo (MET)

Para as analises ultraestruturais foram utilizados labelos de flores das seguintes
espécies: Cyclopogon elatus, Mesadenella cuspidata, Pelexia pterygantha, Sacoila
lanceolata e Sauroglossum elatum. Sec¢des transversais (1mm) foram fixadas em solucao
de Karnovsky (Karnovsky, 1965), pds-fixadas em tetroxido de 6smio 1% em tampéo
fosfato 0,1 M e incluidas em resina epoxi (Spurr, Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA)
(Roland, 1978). Sec¢des ultrafinas (60 nm), obtidas em ultramicrotomo (UC6, Leica
Microsystems Inc., Deerfield, EUA), foram contrastadas com acetato de uranila (Watson,
1958) e citrato de chumbo (Reynolds, 1963). A observacao e obtencdo das imagens foram
realizadas em microscopio eletronico de transmissdo Tecnai G2-Spirit (Philips/FEI
Company, Eindhoven, Holanda).

Analise morfométrica multivariada
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Foi realizada uma analise morfométrica multivariada para verificar a existéncia
de relacéo entre sindromes de polinizacdo e similaridade anatdmica ou morfoldgica das
espeécies. Foi construida uma matriz com 45 caracteres das 17 espécies estudadas, sendo
27 destes caracteres anatémicos (10 quantitativos e 17 binarios - presenca e auséncia) e
18 caracteres macro-morfologicos (13 quantitativos, 4 binarios e 1 qualitativo -
multiestado ndo ordenado) (Tabela 2). Trés matrizes de similaridade (caracteres
anatdomicos e morfologicos agrupados, apenas 0s caracteres anatdbmicos e apenas 0S
caracteres morfoldgicos) foram calculadas utilizando o coeficiente de Gower (1971), que
leva em consideracdo a presenca de diferentes tipos de variaveis (quantitativas, binarias
e multiestado), utilizando o software Fitopac 2.1 (Shepherd, 2010). Anélises de

agrupamento foram realizadas utilizando UPGMA como algoritmo de agrupamento.

Otimizag&o de caracteres estruturais

Foi construida uma arvore filogenética das espécies estudadas através de analises
de sequéncias de DNA nuclear (regido ITS) e plastidial(regides matK-trnK e trnL-trnF)
obtidas em um estudo prévio (Salazar et al., no prelo). Em alguns casos ndo havia
sequéncias de DNA disponiveis da espécie exata estudada anatomicamente, sendo
utilizadas no seu lugar sequéncias da espécie congenérica taxonomicamente mais
proxima (p. ex., Pelexia orobanchoides no lugar de P. pterygantha). A analise
filogenética de parciménia foi realizada com o programa PAUP* para Windows 32 bits
(Swofford 2017), resultando em apenas uma arvore mais parcimoniosa.

Para examinar possiveis cenarios da evolucdo dos caracteres anatbmicos, estes
foram incorporados em uma matriz de dados no programa Mesquite versdo 3.11
(Maddison & Maddison, 2017) e importados na arvore obtida das analises de sequéncias
de DNA. Os caracteres anatbmicos foram otimizados na referida arvore mediante o
critério de "estados ancestrais — parcimdnia”, ou seja, se reconstruiram o0s estados

ancestrais dos caracteres que implicam no menor nimero possivel de mudancas.

RESULTADOS

Morfologia floral
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Beloglottis mexicana: flores de 4 a 5mm compr. (ovario + perianto), ressupinadas
(labelo em posicéao inferior por tor¢do de 180° do pedicelo), multiflora, em disposicao
espiralada, sépalas e pétalas parcialmente eretas formando um tubo curto, membranéaceas,
pecas do perianto brancas com venacdo central amarronzada, pubescente na superficie
mais externa com pelos glandulares. Sépala dorsal conivente com as pétalas, 3 x 3mm,
oblonga, apice obtuso. Sépalas laterais 4 x 2mm, oblongas, apice obtuso, base fundida
com a base do labelo e pé da coluna formando uma cavidade nectarifera 1,5-2 x 1,5-2mm,
decurrente com a coluna e patente com o ovario. Pétalas 4 x 1,5mm, oblongas, apice
obtuso. Labelo com margens parcialmente envolvendo coluna, 3 x 2mm, oblongo,
carnoso, terco distal patente, &pice obtuso papiloso, base com duas auriculas de 1-1,5mm
compr., oblongas, carnosas (Figura 2A-C).

Cranichis candida: flores de 4.5-5mm compr. (ovario + perianto), ndo
ressupinadas (labelo em posicao superior), multiflora, em disposicao espiralada, sépalas
e pétalas patente a reflexas, membranaceas, glabras, brancas com &pice esverdeado.
Sépala dorsal 3-4 x 1mm, oblonga, apice obtuso. Sépalas laterais de igual compr. da
sépala dorsal, 1-2mm de largura, ovaladas, apice obtuso. Pétalas 2-3 x 1mm, oblongas,
apice obtuso. Labelo branco com pontos e linhas verdes na face adaxial, 2-3 x 1-2mm,
carnoso, eliptico-arredondado, conchiforme, com calosidades entre meio e bordo,
margens laterais sinuosas e levemente patentes, base subcordada (Figura 4J, M).

Cyclopogon chloroleucus: flores de 10 a 12mm compr. (ovario + perianto),
ressupinadas, laxamente 10-12-floro, em disposicdo espiralada, sépalas e pétalas
parcialmente eretas formando um tubo curto, membranaceas, pubescente na superficie
mais externa com pelos glandulares. Sépala dorsal verde escuro, conivente com as pétalas,
4-5 x 2mm, oblonga, apice agudo. Sépalas laterais verde claras com o apice
esbranquicado, 4-5 x 2mm, oblongas, apice agudo, base fundida com a base do labelo e
pé da coluna formando uma cavidade nectarifera 1,5-2 x 1,5-2mm decurrente com a
coluna e patente com o ovario. Pétalas verde esbranquicadas, 3-4 x 1-1,5mm, oblongas,
apice agudo. Labelo verde com terco apical branco com linhas amarronzadas transversais
na face adaxial, margens parcialmente envolvendo coluna, 5-6 x 3mm, oblongo, terco
apical obcordiforme, carnoso, apice levemente reflexo, base com duas auriculas de Imm
ou menos compr., conicas, carnosas, ligeiramente projetadas para o centro do labelo
(Figura 2G-1).
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Cyclopogon elatus: flores de 10 a 12mm compr. (ovario + perianto), ressupinadas,
multiflora, em disposicdo espiralada, pecas do perianto eretas conferindo um aspecto
tubular, membranaceas, sépalas pubescentes da base ao terco mediano. Sépala dorsal
verde, conivente com as pétalas, 5,5-6 x 2mm, oblongas, terco distal levemente patente,
apice levemente acuminado. Sépalas laterais verde-esbranquicadas, 5-6 x 1-2mm,
lineares, apice agudo, base fundida com a base do labelo e pé da coluna formando uma
cavidade nectarifera 2 x 2mm decurrente com a coluna e patente com o ovario. Pétalas
branco-esverdeadas, 5 x 1mm, linear-oblongas, mais curtas que a sépala dorsal, apice
obtuso, glabras. Labelo branco com terco mediano esverdeado, margens parcialmente
envolvendo coluna, 7-10 x 2mm, oblongo de &pice orbicular com margem sinuosa, base
com duas auriculas, 1-2 mm compr., conicas, carnosas, ligeiramente projetadas para o
centro do labelo (Figura 2D-F).

Dichromanthus cinnabarinus: flores de 20 a 21mm compr. (ovério + perianto),
ressupinadas, multiflora, em disposicéo espiralada, sépalas e pétalas parcialmente eretas
formando um tubo, membranéaceas, pubescente na superficie mais externa. Sépala dorsal
alaranjada, conivente com as pétalas, 8-13 x 2-3mm, linear-lanceolada, terco distal
patente, apice agudo. Sépalas laterais amarelo-alaranjadas 9-13 x 2mm, linear-
lanceoladas, terco distal patente, apice agudo, base fundida com a base do labelo e pé da
coluna formando uma cavidade nectarifera 2-3 x 1-1,5mm, decurrente com a coluna e
com o ovario. Pétalas amarelo-alaranjadas, 10-13 x 1,5-2mm, linear-lanceoladas, terco
distal patente, &pice agudo. Labelo amarelo de é&pice alaranjado, com margens
parcialmente envolvendo coluna, 15-16 x 2mm, linear-lanceolado, carnoso, tergo distal
patente, apice agudo, base com duas auriculas de 1-2.5mm compr., oblongas, carnosas
(Figura 2J-L).

Eltroplectris triloba: flores de 17 a 27mm compr. (ovario + perianto),
ressupinadas, laxiflora, em disposicdo espiralada, membranaceas, ovario pubescente e
pecas do perianto glabras. Sépala dorsal verde, conivente com as pétalas, 9-12 x 3-4mm,
parcialmente ereta, terco distal patente, oval, apice agucado. Sépalas laterais verdes, 12-
16 x 1-2mm, linear-lanceoladas, eretas, apice acuminado, base fundida com a base do
labelo e pé da coluna formando uma cavidade nectarifera 9-15 x 2mm patente com a
coluna e decurrente com o ovario. Pétalas verdes, 9-10 x 3-4mm, falciformes,
parcialmente eretas, apice acuminado. Labelo verde-esbranquicado, terco distal patente,

margens parcialmente envolvendo coluna, 12-17 x 2-3mm, linear-oblongo, carnoso, apice
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agucado, base com duas auriculas de 3-4mm compr., cénicas, carnosas, ligeiramente
projetadas para o centro do labelo (Figura 2M-0O).

Lankesterella ceracifolia: flores de 9-12mm compr. (ovério + perianto),
ressupinadas, 2-6 flores, secundas, pecas do perianto eretas conferindo um aspecto
tubular, membranaceas, pubescente na superficie mais externa, perianto branco. Sépala
dorsal branco a esverdeada, conivente com as pétalas, 6-7 x 2-3mm, terco distal patente,
linear-lanceolada, apice obtuso. Sépalas laterais 5-7 x 2mm, linear-lanceoladas, apice
agudo levemente patente, base fundida com a base do labelo e pé da coluna formando
uma cavidade nectarifera 4-5 x 2mm decurrente com a coluna e ligeiramente patente com
o ovério. Pétalas 4.5-6 x 1-2mm, oblongas, apice obtuso ligeiramente patente. Labelo com
venacao esverdeada, acanoado, margens parcialmente envolvendo coluna, 8-10 x 2-3mm,
oblongo-obovado, apice orbicular com margem sinuosa, base com duas auriculas de 1-
3mm compr., ndo-continuas, carnosas (Figura 3A-C).

Mesadenella cuspidata: flores de 6 a 8mm compr. (ovario + perianto),
ressupinadas, multiflora, em disposicdo espiralada, sépalas e pétalas parcialmente eretas
formando um tubo curto, membranaceas, pubescente na superficie mais externa, sem odor
aparente. Sépalas com base verde-amarronzado e &pice branco, ovadas a oblongas, apice
agudo. Sépala dorsal conivente com as pétalas, 5-6 x 1-2mm. Sépalas laterais, 4-5,5 x
1,5-2mm, levemente patentes, base fundida com a base do labelo e pé da coluna formando
uma cavidade nectarifera 1,5-2 x Imm, patente com a coluna e decurrente com o ovario.
Pétalas brancas, 4 x 1-1,5mm, oblongas, apice agudo, papilosas. Labelo branco no épice
e na base e amarelo no terco mediano, margens parcialmente envolvendo coluna, 4-6 x
1-2mm, oblongo, carnoso, terco distal patente, apice agudo muito papiloso, base com
duas auriculas brancas, 1,5mm ou menos compr., cOnicas, carnosas, ligeiramente
projetadas para o centro do labelo (Figura 3D-F).

Pelexia pterygantha: flores de 18 a 21mm compr. (ovéario + perianto),
ressupinadas, bastamente multiflora, em disposi¢do espiralada, membranéaceas, sépalas e
pétalas eretas, pubescente na superficie mais externa com pelos glandulares. Sépala dorsal
verde, conivente com as pétalas, 11-14 x 6-7mm, oblonga, apice acuminado. Sépalas
laterais verdes, 11-12 x 2-3mm, falciformes, apice agudo, base fundida com a base do
labelo e pé da coluna formando uma cavidade nectarifera 3-5 x 3-4mm patente com a
coluna e decurrente com o ovario. Pétalas verdes, 10-13 x 3-4mm, linear-oblongas, apice

agudo. Labelo de base verde, terco mediano amarelo e terco apical branco com venacao
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verde, canaliculado, margens parcialmente envolvendo coluna, 15-17 x 4-5mm, oblongo,
carnoso, apice patente-reflexo papiloso, base com duas auriculas 2-4 x 1-1,5mm, cbnicas,
carnosas, ligeiramente projetadas para o centro do labelo (Figura 3G-1).

Prescottia glazioviana: flores de 6.5-8mm compr. (ovario + perianto), nao
ressupinadas, multiflora, em disposicéo espiralada, pecas do perianto eretas conferindo
um aspecto tubular, verdes, membranaceas, glabras. Sépala dorsal 3-4 x 1-2mm, oblonga,
reflexa, apice obtuso a agudo. Sépalas laterais 4-5 x 1,5-2mm, oblongas, coniventes ao
labelo, apice obtuso a agudo. Pétalas 3-4 x 1mm, lineares, coniventes ao labelo, apice
obtuso esbranquicado. Labelo 3,5-4 x 3-4mm, margens parcialmente adnadas a lateral da
coluna, fortemente cuculado, carnoso, &pice muito papiloso com margem sinuosa, base
com duas auriculas de Imm ou menos compr., arredondadas, carnosas (Figura 4K, N).

Prescottia oligantha: flores de 3 a 4mm compr. (ovario + perianto), néao
ressupinadas, laxamente multiflora, em disposicéo espiralada, pecas do perianto eretas
conferindo um aspecto tubular, brancas, membranéceas, glabras. Sépala dorsal 1-1,9 x
0,8-1,1mm, triangular a ovada, reflexa, apice agudo de cor arroxeada. Sépalas laterais
1,5-2,5 x 0,9-1,5mm, ovadas a oblongas, patentes a reflexas, apice agudo de cor
arroxeada. Pétalas 1-2 x 0,5-0,7mm, lineares, reflexas, &pice agudo a obtuso. Labelo 1,5-
2,5 x 2-2,3mm, margens parcialmente adnadas a lateral da coluna, fortemente cuculado,
carnoso, face adaxial pilosa, base com duas auriculas de 1mm ou menos compr.,
arredondadas, carnosas (Figura 4L, O).

Pteroglossa roseo-alba: flores de 37 a 40mm compr. (ovério + perianto),
ressupinadas, multiflora, em disposicdo espiralada, membranaceas, pelos esparsos na
superficie mais externa. Sépala dorsal branca, conivente com as pétalas, 18-21 x 5-6, terco
distal levemente patente, oblonga, apice agudo. Sépalas laterais brancas a rosadas, 17-21
X 6-7mm, oblongo-lanceoladas, patentes, apice agudo, base fundida com a base do labelo
e pé da coluna formando uma cavidade nectarifera 16-19 x 2-3mm patente com a coluna
e decurrente com o ovario. Pétalas brancas com tracos rosados na face adaxial, 14-18 x
3-6mm, oblongo-lanceoladas, apice agudo. Labelo branco com tracos rosados na face
adaxial, margens parcialmente envolvendo coluna, 20-26 x 5mm, ovada, terco distal
levemente patente, carnoso, apice muito papiloso com margem sinuosa, base com duas
auriculas 2-4mm compr., lineares, carnosas (Figura 3J-L).

Sacoila lanceolata: flores de 24 a 30mm compr. (ovario + perianto), ressupinadas,

multiflora, em disposicdo espiralada, pecas do perianto eretas conferindo um aspecto
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tubular, membranéaceas, pubescente na superficie mais externa com pelos glandulares,
sem odor aparente, sepalas e pétalas rosadas. Sépala dorsal conivente com as pétalas, 17-
18 x 5-7, lanceolada, apice agudo. Sépalas laterais 14-17 x 3,5-4mm, linear-lanceoladas,
apice agudo, base fundida com a base do labelo e pé da coluna formando uma cavidade
nectarifera 5,5-7 x 3-4mm decurrente com a coluna e o ovario. Pétalas 13-14 x 5mm,
linear-falciformes, &pice agudo, glabras. Labelo rosado-esbranquicado, margens
parcialmente envolvendo coluna, 15-18 x 3mm, oblongo, terco distal levemente patente,
apice agudo, base com duas auriculas brancas, 2,5-4mm compr., lineares, carnosas
(Figura 3M-0).

Sarcoglottis fasciculata: flores de 37 a 39mm compr. (ovario + perianto),
ressupinadas, laxamente multiflora, em disposicdo espiralada, pecas do perianto eretas
conferindo um aspecto tubular, membranaceas, pubescente na superficie mais externa.
Sepala dorsal acobreada clareando na base, com nervuras de coloracdo mais escura,
conivente com as pétalas, 15-16 x 4-5mm, oblonga-lanceolada, ter¢o distal levemente
patente, pice agudo. Sépalas laterais acobreadas com nervuras de colora¢do mais escura,
16-18 x 4-6mm, falciformes, levemente patentes, apice agudo, base fundida com a base
do labelo e pé da coluna formando uma cavidade nectarifera, 6-7mm compr., patente com
a coluna e decurrente com o ovario. Pétalas acobreadas, 15-18 x 3mm, linear-lanceoladas,
apice agudo. Labelo esbranquicado escurecendo acobreado, terco distal com nervuras
esverdeadas, margens parcialmente envolvendo coluna, 22-23 x 5-6mm, oblongo-
lanceolado, carnoso, apice papiloso com margem sinuosa, base com duas auriculas 5-6 x
1mm, lineares, carnosas (Figura 4A-C).

Sauroglossum elatum: flores de 12 a 15mm compr. (ovario + perianto),
ressupinadas, bastamente multiflora, em disposicdo espiralada, pecas do perianto eretas
conferindo um aspecto tubular, membranaceas, pubescente na superficie mais externa,
com odor adocicado mais forte no inicio da noite. Sépala dorsal verde, conivente com as
pétalas, 6-10 x 2-3mm, oblonga-obovada, &pice agudo. Sépalas laterais verde-
esbranguicadas, 8-9 x 1-3mm, oblongo-obovadas, levemente patentes e arqueadas, apice
agudo, base fundida com a base do labelo e pé da coluna formando uma cavidade
nectarifera 1-2 x 1-2mm patente com a coluna e decurrente com o ovario. Pétalas brancas,
de igual compr. da sépala dorsal, 1-2mm de largura, linear-obovadas, apice agudo. Labelo
branco, fortemente canaliculado, margens parcialmente envolvendo coluna, 7-10 X 3mm,

oblongo na regido mediana, terco distal conchiforme, carnoso, pice muito papiloso com
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margem sinuosa e reflexa, base com duas auriculas de Imm ou menos compr., conicas,
carnosas, ligeiramente projetadas para o centro do labelo (Figura 4D-F).

Skeptrostachys balanophorostachya: flores de 12 a 15mm compr. (ovério +
perianto), ressupinadas, multiflora, em disposicdo espiralada, sépalas e pétalas
parcialmente eretas formando um tubo curto, membranaceas, pubescente na superficie
mais externa com pelos glandulares. Sépala dorsal verde, conivente com as pétalas, 9-11
x 3-4mm, oblonga, apice obtuso. Sépalas laterais verdes, 7-9 x 2-3mm, oblongas, apice
obtuso, base fundida com a base do labelo e pé da coluna formando uma cavidade
nectarifera 3-4.5 x 1,5-2mm, patente com a coluna e decurrente com o ovario. Pétalas
brancas, 10-11 x 3-4mm, oblongas, &pice obtuso. Labelo branco, margens parcialmente
envolvendo coluna, 8-10 x 2-3mm, oblongo, carnoso, terco distal patente, apice obtuso

papiloso, base com duas auriculas de 1-2,5mm compr., oblongas, carnosas (Figura 4G-1).

Andlises estruturais

Nas espécies de Spiranthinae estudadas o labelo apresenta epiderme unisseriada,
desprovida de estdbmatos e formada por células justapostas. A cuticula é conspicua e
delgada. Tricomas simples e papilas foram observados na maioria das espécies, estando
relacionados a atividade secretora em diversas por¢des do labelo, enquanto em outras
mostraram-se ndo glandulares. Na maioria das espécies, as auriculas no terco basal do
labelo apresentam epiderme secretora voltada para a face adaxial, com células cuboides
de citoplasma denso e ndcleo conspicuo (Figura 5A). Nesta porcdo, a epiderme secretora
apresenta um relevo plano a ligeiramente ondulado, exceto em P. roseo-alba, S. elatum e
L. ceracifolia, que apresentam a epiderme secretora papilosa (Figura 5B).

Algumas espécies apresentam tricomas na face adaxial do labelo, proximo a regiao
secretora disposta no terco basal. Esses tricomas podem ser ndo glandulares, como em M.
cuspidata e D. cinnabarinus, e/ou glandulares, como em C. elatus, e se estender até a
regido diretamente abaixo do estigma (Figura 5C). Outras espécies ndo possuem tricomas
na face adaxial proximo as auriculas, somente proximo ao estigma, como por exemplo S.
lanceolata. Em P. roseo-alba e C. chloroleucus ndo foram encontrados tricomas nessa
regido do labelo proxima ao estigma e a coluna, apenas na coluna em si (Figura 5E). As

margens do labelo sdo adnatas a lateral da coluna, ndo apresentando fuséo tecidual.
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Ainda na face adaxial, as células epidérmicas ordinarias ou padrdo apresentam
grande diversidade no terco médio do labelo, podendo apresentar atividade secretora,
como em C. chloroleucus (Figura 5E-F), ou ndo como em B. mexicana. A presenca de
tricomas simples, unicelulares, ndo glandulares foi observada em P. roseo-alba e em E.
triloba, sendo nesta espécie observados na forma de papilas. Os tricomas glandulares, na
forma de tricomas simples como em M. cuspidata, ou na forma de papilas, como em C.
elatus, mostraram-se de ocorréncia mais restrita, quando comparados aqueles néo
glandulares (Figura 5D). Os tricomas sdo unicelulares, alongados e as papilas apresentam
formato globoso ou conico. No terco médio do labelo, S. lanceolata e S. elatum néo
apresentaram nenhum tipo de papila ou tricoma na face adaxial, sendo a epiderme de
relevo plano a levemente ondulado.

No terco apical do labelo, a maioria das espécies analisadas apresentam muitas
papilas na face adaxial, as quais, em sua maioria, ndo estdo envolvidas em atividade
secretora, sendo ndo glandulares, como em M. cuspidata (Figura 6A). Entretanto, em
algumas espécies, como C. chloroleucus e B. mexicana, as papilas sdo glandulares (Figura
6B). Algumas poucas espécies, como S. fasciculata, ndo possuem papilas nessa regido e
apresentam a epiderme glabra e com relevo plano.

A epiderme, na face abaxial do labelo, apresenta inimeros tricomas unicelulares
alongados e/ou papilas, densamente aglomerados, exceto em B. mexicana. Em L.
ceracifolia esses tricomas estdo restritos a regido onde a face adaxial é ocupada com
tecido secretor, ou seja, no terco basal. No terco médio do labelo algumas espécies
apresentam na epiderme células globosas, bastante volumosas, de citoplasma denso e
nucleo grande (Figura 6C). Estas células foram encontradas em C. lutzii, C. elatus, L.
ceracifolia, P. pterygantha e S. elatum. Em C. elatus e L. ceracifolia estas células se
estendem da base até o terco médio do labelo, porém na Gltima essas células sé aparecem
onde termina a por¢do tricomatosa. No terco apical do labelo papilas também estdo
presentes na face abaxial na maioria das espécies, sendo notavel a quantidade de grdos de
amido detectada nelas em P. pterygantha e C. chloroleucus. Amido também foi detectado
na epiderme de P. roseo-alba e C. elatus.

O mesofilo do labelo destas flores, a excecdo da regido das auriculas, € homogéneo,
composto por células parenquimaticas com vacuolos grandes, globosas, distribuidas de
modo compacto, deixando pequenos espacgos intercelulares. A espessura do mesofilo

varia com cada espécie, sendo que o labelo é normalmente mais carnoso que as demais
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pecas do perianto. Idioblastos com réafides de oxalato de calcio estdo distribuidos ao acaso
dentre as células parenquiméticas do mesofilo (Figura 6B, detalhe). Estes idioblastos,
embora raramente, sdo observados também na porcao secretora das auriculas, como em
P. pterygantha. Em C. chloroleucus, D. cinnabarinus, E. triloba, M. cuspidata e S.
fasciculata, foi detectada a presenga de grdos de amido no mesofilo.

No labelo de S. fasciculata o mesofilo difere do padréo observado nas demais
espeécies, por ndo se apresentar homogéneo. Neste caso, as células do mesofilo voltadas
para a face adaxial do labelo sdo pequenas, vacuoladas e dispostas de modo compacto,
deixando pequenos espacos intercelulares, enquanto as células do mesofilo préximas a
face abaxial do labelo seguem a mesma forma e distribuicdo aleatéria do mesofilo do
restante das espécies (Figura 6D). Essas células também apresentaram grande quantidade
de amido, que foi encontrado em menor quantidade no mesofilo proximo a face adaxial.

No mesofilo das auriculas observou-se um parénquima secretor, cuja espessura
mostrou-se varidvel entre as espécies estudadas, podendo se estender desde quatro
camadas dispostas na face adaxial (Figura 6E) até ocupar todo o mesofilo, este ultimo
observado em S. fasciculata (Figura 6F). Em todas as espécies estudadas o parénquima
secretor apresenta células com nucleo volumoso e citoplasma denso, com pequenos
vaculolos. Nas células secretoras a presenca de graos de amido foi marcante na maioria
das espécies.

Em todas as espécies analisadas, essa porcdo secretora mostrou-se bem
vascularizada. Os feixes vasculares sdo colaterais, com a presenca de muitas células
parenquimaticas e poucos elementos traqueais no xilema, e dispostos na regido mediana
do mesofilo. Esses mesmos tipos de feixes sdo encontrados no restante do mesofilo do
labelo, ndo tendo variacdo com os encontrados na porcdo secretora. Na maioria das
espécies os feixes vasculares delimitam a regido do tecido secretor e emitem projecdes,
sobretudo ricas em elementos floematicos, que se estendem por entre as células do
parénquima secretor. O numero de feixes pode variar de um a 10, dependendo da espécie
(Figura 6E).

Assim como observado nas Spiranthinae, as espécies de Cranichidinae estudadas
apresentam labelo de epiderme uniseriada, desprovida de estomatos e formada por células
justapostas. Ambas as especies de Prescottia apresentam epiderme secretora em suas
auriculas, com células cuboides de citoplasma denso e nucleo conspicuo (Figura 7B). O

labelo de C. candida difere daquele observado nas demais espécies, pois possui epiderme
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secretora em mais de 50% de sua face adaxial, compreendendo toda a porcao basal, a
excecdo das margens, e ndo apenas em auriculas na base do labelo (Figura 7A). Tricomas
simples ndo glandulares estdo presentes na face adaxial no terco médio do labelo de P.
oligantha, enquanto P. glazioviana possui a face adaxial glabra.

A face abaxial do labelo de C. candida e P. oligantha apresenta células globosas,
bastante volumosas, de citoplasma denso e nucleo volumoso, sendo potencialmente
secretoras, muito similares as encontradas em algumas espécies de Spiranthinae (Figura
7A). Papilas ndo glandulares estdo presentes por toda a face abaxial do labelo de P.
glazioviana (Figura 7C).

Em Prescottia, na regido das auriculas, o parénquima secretor, ocupa todo o
mesofilo, cuja espessura varia de trés a 10 camadas de células (Figura 7B). Em C. candida
0 parénquima secretor acompanha a epiderme secretora em toda sua extensao, tendo
normalmente uma ou duas camadas de espessura, mas podendo chegar a sete camadas na
regido das calosidades (Figura 7A). De modo similar ao encontrado nas Spiranthinae, o

mesofilo apresenta feixes vasculares colaterais.

Analises micromorfolégicas

Andlises em microscopia eletronica de varredura mostram que a base do labelo das
espécies de Spiranthinae apresenta grande quantidade de tricomas e/ou papilas na face
abaxial proximo a regido das auriculas, algumas vezes mais densos e longos (p.ex., S.
lanceolata), ou mais curtos e esparsos (p.ex., S. elatum). C. lutzii ndo apresenta auriculas,
mas possui um epitélio secretor como o encontrado nas outras Spiranthinae. L. ceracifolia
apresenta as auriculas segmentadas em cinco projeces, e a epiderme é papilosa, sendo
consideravelmente distinta daquela observada nas outras espécies (Figura 8A-B).

Na face abaxial do labelo, as células ordinarias da epiderme sdo intercaladas com
células volumosas, globulares e muito distintas, que podem apresentar forma eliptica
(p.ex., C. elatus), ovalada (P. pterygantha) ou ndo possuir formato definido (C. candida).
Essas células volumosas ocorrem da base até a regido mediana do labelo em C. candida,
C. elatum e P. pterygantha, da regido mediana até o apice em S. elatum, e somente na
regido mediana em C. lutzii. Estas células podem estar isoladas e em distribuicdo aleatoria

pelo labelo (Figura 8C) ou formar pequenos agrupamentos (Figura 8D). A superficie
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nessas células é lisa e sem ornamentacdes, exceto em C. candida, e a superficie das
células ordinérias da epiderme em todas as espécies € estriada.

No labelo de C. candida, a face adaxial apresenta dois calos evidentes entre 0 meio
e 0 bordo, os quais possuem epiderme secretora e ndo apresenta auriculas como nas
Spiranthinae. As células secretoras exibem estrias evidentes, usualmente organizadas em
um padrdo circular (Figura 8E). Na face secretora, observou-se a formagéo de extensas
bolsas subcuticulares na regido mediana destas células; tais bolsas formam projec6es
alongadas, conferindo a superficie um aspecto tricomatoso (Figura 8F).

No labelo de C. lutzii, C. elatus, L. ceracifolia e S. elatum os tricomas apresentam
cuticula com estrias bem delimitadas, enquanto que em P. pterygantha e S. lanceolata
essas estrias sd0 menos evidentes. Nas espécies de Spiranthinae estudadas, o labelo

apresenta apice bastante papiloso, enquanto o de C. candida ndo apresenta papilas.

Andlises ultraestruturais

As células globosas encontradas na epiderme da face abaxial do labelo em
Spiranthinae possuem, em geral, citoplasma denso rico em mitocondrias, as quais exibem
cristas bem desenvolvidas, e numerosos segmentos de reticulo endoplasmatico e
vesiculas dispersos pela matriz citoplasmatica (Figura 9A-D). Plastidios com formato
irregular também estdo presentes em abundancia, sendo frequentemente conspicuos, com
sistema de membranas interno pouco desenvolvido e estroma denso (Figura 9 C). No
parénquima subjacente, observou-se a presenca de plastidios com grande quantidade de
gréos de amido acumulados no estroma, assim como pequenas inclusdes de material
osmiofilico (Figura 9E-F). Plastidios também podem ser observados em associa¢do com
segmentos de reticulo endoplasmatico (Figura 9E-F). O aparelho de Golgi é pouco
desenvolvido, apresentando poucos dictiossomos, 0s quais sao inconspicuos e pouco
ativos (Figura 9A-B, E-F). Plasmodesmos foram observados estabelecendo conexdes
citoplasmaticas entre células adjacentes (Figura 9F).

Assim como aquelas descritas acima, as células do tecido secretor presentes no
terco basal do labelo possuem citoplasma denso, rico em mitocondrias, vesiculas e
segmentos de reticulo endoplasmatico (Figura 10A-F). Nessas células o nucleo é grande
e com nucléolos conspicuos (Figura 10A, E). Inumeros plastidios sé@o observados

dispersos na matriz citoplasmatica, também com estroma denso, sistema de membranas
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interno pouco desenvolvido e inclusGes de material osmiofilico (Figura 10A-B, E). Em
alguns plastidios foi observada a presenca de grdos de amido acumulados no estroma
(Figura 10A, E). O aparelho de Golgi é igualmente pouco ativo, com raros dictiossomos
dispersos pela matriz citoplasmatica (Figura 10B). Foram observadas evidéncias de fusdo
entre vesiculas e a membrana plasmaética (Figura 10C), assim como secre¢do acumulada

no espaco subcuticular (Figura 10C) e periplasmatico (Figura 10D).

Analise morfométrica multivariada

No dendrograma construido a partir da matriz com todos os caracteres ha poucos
grupos bem definidos, em funcdo da baixa similaridade geral entre as espécies (Figura
11). Pode ser visualizado um grande encadeamento de pequenos grupos contendo cerca
de trés espécies, de forma que a relacdo entre eles ndo é estavel. Assim, conclusfes mais
amplas a respeito destas relacdes podem ser espurias. Mas alguns agrupamentos merecem
ser destacados. Uma primeira divisdo no dendrograma separa todas as espécies de
Spiranthinae em um grupo, enquanto as espécies de Cranichidinae (Prescottia e
Cranichis) constituem um grupo distinto. Este grupo de Cranichidinae é caracterizado
pelas flores ndo ressupinadas e de tamanho muito reduzido, também apresentando 0s
menores nectarios e cavidade nectarifera (quando presentes). Devido a essas
caracteristicas morfoldgicas, este grupo aparece bem definido na anélise utilizando a
matriz com apenas os caracteres morfologicos, porém ndo é recuperado na analise
utilizando apenas os caracteres anatomicos, apresentando similaridade muito baixa entre
as trés espeécies.

Nessa andlise, uma divisdo posterior separa o par de espécies P. roseo-alba e S.
fasciculata, que apresentam flores grandes e os maiores nectarios, que também foi
recuperado na analise com apenas os caracteres morfoldgicos, porém ndo na analise
utilizando apenas os caracteres anatbmicos. Essas espécies sdo polinizadas por insetos
com aparelho bucal longo (borboletas e abelhas euglossinae, respectivamente). Porém as
demais espécies polinizadas por Lepidoptera (S. elatum e E. triloba) aparecem dispersas
no dendrograma, em ambas as analises utilizando apenas caracteres anatdmicos e apenas
caracteres morfolégicos. Ambos 0s géneros que tiveram mais de uma espécie estudada

(Cyclopogon e Prescottia) apresentaram essas espécies congenéricas agrupadas na
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analise com apenas o0s caracteres morfolégicos, mas ndo na analise com apenas 0S
caracteres anatdmicos.

O unico grupo formado inteiramente por e incluindo todas as espécies
apresentando uma mesma sindrome de polinizacdo € o constituido pelas espécies
ornitofilas (D. cinnabarinus, S. lanceolata e S. balanophorostachya). Porém, ao contrério
do esperado, este grupo ndo é recuperado na analise com apenas 0s caracteres
morfologicos. Mais inesperadamente ainda, este grupo aparece como 0 mais COeso e
diferenciado na analise utilizando apenas os caracteres anatdmicos.

Na analise utilizando a matriz com apenas 0s caracteres anatbmicos, cinco grupos
mais bem delimitados podem ser visualizados (Figura 11). O grupo formado a partir da
primeira divisdo (C. chloroleucus, C. candida e P. oligantha) é caracterizado
principalmente pela auséncia de tricomas na face adaxial do labelo na altura do estigma
e da coluna. O grupo subsequente (B. mexicana e S. fasciculata) é caracterizado pela
combinacdo de elevado nimero de camadas de células sub-epidérmicas no tecido secretor
e presenca de papila ndo glandular na face adaxial do terco médio do labelo. O terceiro
grupo (C. lutzii e C. elatus) contém todas as espécies que possuem papilas glandulares e
tricomas glandulares na epiderme da face adaxial do terco médio do labelo e células
volumosas glandulares nas margens da face abaxial do terco médio do labelo. O grupo
ornitéfilo (Dicromanthus, Sacoila e Skeptrostachys), apesar de ser 0 mais coeso, e 0 que
apresenta a maior similaridade entre as espécies, ndo possui caracteres que o distingue
claramente, sendo este caracterizado por uma associagdo entre diversos caracteres, tais
como numero minimo de 7 camadas de células sub-epidérmicas no tecido secretor e
elevado nimero de feixes vasculares no nectario. O grupo restante (Lankesterella-
Sauroglossum) é caracterizado por ser o Unico a possuir papilas na face secretora do
nectario (exceto em P. pterygantha) e pelos valores mais elevados da espessura maxima
do mesofilo no terco médio do labelo, expressa em nimero de células do parénquima.
Estes dois Gltimos grupos juntos formam um grupo caracterizado pela presenca em todas
as espécies de papilas ndo glandulares na epiderme do terco apical do labelo (também
observado em Mesadenella).

Nenhum dos grupos citados na analise utilizando apenas os caracteres anatdmicos
foi recuperado na anélise empregando a matriz com apenas 0s caracteres morfologicos.

Além dos dois grupos ja mencionados que foram também observados na analise com
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todos os caracteres (Pteroglossa/Sarcoglottis e Cranichidinae), todos os demais sdo
principalmente formados com relagdo ao tamanho das flores.

Otimizacao de caracteres estruturais

Todos os caracteres anatdmicos (binarios, multiestado e meristicos) apresentaram
algum grau de homoplasia, variando de dois a seis passos evolutivos nas arvores
filogenéticas. De uma maneira geral, ndo foi observada correlacao entre a evolucédo destes
caracteres e a filogenia do grupo ou com as sindromes de polinizagdo, com poucas
excegOes. Porém, a evolucdo de alguns caracteres € digna de nota, e sdo apresentados
alguns exemplos dos padrdes gerais observados.

Diversos caracteres surgiram em posicdes bastante distintas da arvore
filogenética, tais como as papilas glandulares conicas na face adaxial do terco médio do
labelo, ocorrendo em posicao basal (Cotylolabium) e em um dos géneros mais derivados
(Cyclopogon) na subtribo. A presenca de papilas na face secretora do nectario surgiu
independentemente trés vezes, em diferentes grandes clados, e em espécies
comprovadamente (S. elatum e P. roseo-alba) ou supostamente (L. ceracifolia)
polinizadas por Lepidotera (Figura 12A). Por outro lado, alguns caracteres também
surgiram independentemente trés vezes em trés diferentes grandes clados e néo
associados com sindromes de polinizacgdo, tais como presenca de papila ndo glandular na
face adaxial do terco médio do labelo, presenca de epiderme secretora, e presenca de
papilas glandulares esféricas na face adaxial do terco médio do labelo (Figura 12B). A
ocorréncia de tricomas unicelulares alongados na superficie adaxial do terco basal do
labelo envolveu cinco passos evolutivos em diversos grandes clados (Figura 12C) e a
presenca de tricomas unicelulares alongados nas margens do ter¢o basal do labelo
envolveu seis passos evolutivos, sendo a sua perda uma sinapomorfia do clado 3 (“clado
Pelexia™) (Figura 12D).

A presenca de células volumosas glandulares entre meio e borda da face abaxial
do terco médio do labelo é uma caracteristica simplesiomorfica na subtribo, perdida
posteriormente quatro vezes no grupo. A perda destas celulas € uma sinapomorfia dos
grandes clados 2 (“clado Stenorrynchos™) e 5 (“clado Spiranthes™), onde esta a maioria
das espécies polinizadas por beija-flores e lepidoptera amostradas, além disto ocorrendo

também em S. fasciculata, polinizada por abelhas de aparelho bucal longo (Euglossinae)
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(Figura 13A). Em relacdo a forma da cavidade nectarifera, a presenca de mento é
provavelmente uma sinapomorfia da subtribo Spiranthinae, com alteragéo da forma para
calcar ou cavidade longamente decurrente com o ovario independentemente em dois
clados cada (Figura 13B). Nao foi observada uma correlacdo clara entre o comprimento
do nectario e as sindromes de polinizacdo ou a evolugdo do grupo (Figura 13C), porém
alguma tendéncia a cavidades nectariferas maiores nas espécies polinizadas por aves,
lepidopteras e abelhas de lingua longa, espalhadas ao longo de todos os grandes clados
(Figura 13D).

DISCUSSAO

As caracteristicas estruturais e ultraestruturais das auriculas, observadas na por¢édo
basal do labelo em todas espécies de Spiranthinae e Cranichidinae (exceto C. candida),
indicam que essas estruturas sdo nectarios, corroborando a nossa primeira hipotese. Essas
caracteristicas, tais como presenca de elevada densidade citoplasmatica, nucleo
volumoso, numerosos plastidios contendo grdos de amido, mitocondrias e reticulo
endoplasmatico bem desenvolvido, sdo associadas a alta atividade metabdlica e
relacionadas a producgdo de secrecdo (Paiva, 2009). Apesar de ndo possuir auriculas, as
células secretoras da face adaxial do labelo de C. candida, em sua porcdo basal,
apresentam as mesmas caracteristicas das células das auriculas, constituindo um nectario.
Porém, a nossa segunda hipotese, sobre a correlagdo da estrutura do nectario em flores de
Spiranthinae ser variavel e correlacionada a sindrome de polinizacao, ndo foi corroborada
pelos resultados, nem mesmo em relacdo ao tamanho do nectario ou nimero de feixes
associados a ele, esperado serem maiores nas espécies que produzem maior volume de
néctar.

A auséncia de estdmatos nos nectarios de todas as espécies e o acimulo de
secrecdo no espaco subcuticular (veja Figura 10) sugerem que a secre¢do € liberada
através de rupturas na cuticula (Paiva, 2017). A atividade secretora nas auriculas na
subtribo Spiranthinae foi previamente observada em Cyclopogon dutrae, Pelexia
bonariensis, Sacoila lanceolata (Galetto et al., 1997), Cotylolabium lutzii (Borba et al.,
2014) e Pteroglossa roseo-alba (Pansarin & Ferreira, 2015), as quais foram objeto de
estudos anatbmicos. As mesmas caracteristicas estruturais também foram observadas nos
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nectarios das orquideas Hexisea imbricata (Stpiczynska et al., 2005), Maxilaria coccinea
(Stpiczynska et al., 2003) e algumas espécies de Bulbophyllum (Teixeira et al., 2004). A
presenca de gotas de néctar no labelo de algumas espécies, na regido das auriculas, reforca
essa conclusao. Diversos outros autores mencionam a presenca de secrecdo, que eles
denominam néctar, abaixo da coluna e na cavidade nectarifera, porém esses estudos nao
procuram definir o local de producéo do néctar.

As ceélulas globosas encontradas no labelo de C. lutzii, C. elatus, L. ceracifolia, P.
pterygantha, S. elatum, C. candida e P. oligantha apresentam caracteristicas tipicas de
células secretoras similares as descritas para os osmoforos em outros membros da familia
Orchidaceae (Dressler, 1981; Pridgeon & Stern, 1983; Stern et al., 1987; Singer &
Cocucci, 1999; Stpiczynska, 2001; Teixeira et al., 2004; Wiemer et al., 2009; Melo et al.,
2010; Johnson et al., 2013; Borba et al., 2014; Sanguinetti & Singer, 2014). Células
secretoras contendo uma grande quantidade de mitocdndrias, reticulo endoplasmatico e
plastidios, além de dictiossomos ausentes ou pouco desenvolvidos, apresentam
maquinaria celular compativel com a sintese de terpendides (Evert, 2006), metabdlitos
secundarios volateis comumente presentes na fragrancia das flores (Buchanam et al.,
2000). Essas caracteristicas citoplasmaticas foram observadas em células epidérmicas no
labelo de C. elatus e S. elatum, o que somado as caracteristicas anatdmicas e a deteccao
de odores por meio de andlise sensorial, nos permite afirmar acerca da presenca de
osmoforos nestas espécies, bem como inferir a presenca destas estruturas nas demais
espécies de Spiranthinae e Cranichidinae aqui estudadas. E importante notar que as
regides definidas como osmdforos neste trabalho, majoritariamente possuem células com
estrutura semelhante. Entretanto, deve-se considerar a possibilidade da presenca de
osmoforos nas demais espécies melitofilas que aqui foram caracterizadas como néo
apresentando células globosas na face abaxial, tipicas dos osmo6foros neste grupo.

Comuns em flores de Orchidaceae, os osmoforos podem ser encontrados no
labelo, pétalas ou sépalas, em geral dispostos na face adaxial (Dressler, 1981; Pridgeon
& Stern, 1983; Stern et al., 1987; Singer & Cocucci, 1999; Stpiczynska, 2001; Teixeira
et al., 2004; Wiemer et al., 2008; Melo et al., 2010; Johnson et al., 2013; Borba et al.,
2014; Sanguinetti & Singer, 2014). Porém, nas espécies de Spiranthinae e de
Cranichidinae aqui estudadas, os osmoforos estdo localizados na face abaxial do labelo,
uma posi¢do incomum e descrita previamente apenas em C. elatus (Wiemer et al., 2008)

e C. lutzii (Borba et al., 2014). Provavelmente, a presenca de osmoforos na face abaxial
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estd associada a atracdo de abelhas a curta distancia (aproximacéo a flor), enquanto a
sinalizacdo do local exato para a introducéo da cabeca e do aparato bucal é feita por guias
visuais de néctar (regides com pigmentos que absorvem no ultravioleta), comuns em
orquideas (van der Pijl & Dodson, 1966; Dressler, 1981; Proctor et al., 1996). A presenca
de osmoforos na face abaxial do labelo, principalmente das espécies melitofilas, sugere
que esta é uma caracteristica conservada na tribo, mas perdida em alguns momentos da
evolucéo do grupo, como evidenciado na analise de otimizacdo de caracteres, reforcando
a nossa terceira hipdtese. A perda destes osmoforos na face abaxial do labelo no grande
clado 2 (“clado Stenorrhynchos™), pode ter possibilitado a irradiacdo para outros grupos
de polinizadores, tais como beija-flores (que ndo necessitam do odor na atracao de flores)
e Lepidoptera. Neste Gltimo grupo, principalmente nas mariposas, o odor liberado pelos
osmoforos atuam como atrativo a longa distancia e também como indicativo do local
exato onde estes insetos precisam enfiar a proboscide para obter o recurso (Proctor et al.,
1996). Desta maneira, é provavel que, nestas espécies, 0 osmoforo esteja localizado na
superficie adaxial do labelo, 0 mesmo podendo ser esperado para a espécie polinizada por
abelhas de aparelho bucal tdo longo quanto o de Lepidoptera (S. fasciculata).

A auséncia de osmoforos nas espécies ornitéfilas (D. cinnabarinus, S. lanceolata
e S. balanophorostachya) era esperada, pois flores polinizadas por aves ndo costumam
apresentar odor (van der Pil & Dodson, 1966; Dressler, 1981). Além disso, caracteristicas
como flores tubulares, cavidade nectarifera estreita e perianto avermelhado, também
sugerem uma sindrome de polinizacdo ornitofila (van der Pil & Dodson, 1966; Dressler,
1981; Galetto et al., 1997; Singer & Sazima, 2000). Porém, 0 agrupamento das espécies
ornitéfilas estudadas a partir de caracteres anatdmicos era inesperado, visto que ndo ha
nenhum carater exclusivo para esse grupo na matriz de dados. Estas espécies
compartilham uma associacao de diversos caracteres que as recupera como um grupo nas
analises morfométricas. Mais inesperado ainda, as espécies ornitofilas ndo formam um
grupo coeso na analise de dados morfoldgicos, possivelmente porque cor e odor nao
foram caracteristicas utilizadas na matriz de dados, e sdo chave para identificacdo de
espécies ornitdfilas. Salazar e colaboradores (2011) sugerem que a sindrome de
polinizagdo por beija-flores surgiu varias vezes na subtribo Spiranthinae, e tiveram
evolugéo convergente e por isso apresentam morfologia semelhante, ndo representando

assim um Unico clado.
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A separagdo das duas espécies de Prescottia e de C. candida (Cranichidinae) do
grupo das Spiranthinae era esperada, bem como uma similaridade anatdmica maior entre
essas trés espécies. Porém, Cranichidinae foi recuperada apenas nas analises
morfoldgicas, em grande parte devido ao compartilhamento do ndo ressupinamento da
flor e das flores muito reduzidas, sendo que nas analises anatdmicas P. oligantha se
separou das outras duas espécies e ficou imersa nas Spiranthinae. C. candida possui
caracteristicas singulares dentre todas as espécies estudadas, como a auséncia de nectarios
em auriculas, as margens da porcdo basal do labelo aderentes aos lados da coluna e
epiderme secretora e, portanto, seria mais provavel de se separar das Prescottia. Porém,
a sua distincdo ndo é tdo acentuada quanto a de P. oligantha em relagdo as demais
Cranichidinae. Esta é causada pelo compartilhamento de caracteres anatémicos
homoplasicos com algumas espécies de Spiranthinae, tais como a presenca de tricomas
nos tercos basal e médio do labelo, ndo encontrados nas outras duas espécies de
Cranichidinae e compartilhado com E. triloba, M. cuspidata (ambas clado 2) e C. elatus
(clado 3).

A nossa quarta hipétese, de que a estrutura dos osmoforos em flores de
Spiranthinae possui sinal filogenético, ndo estando correlacionada as sindromes de
polinizagdo, mas sim as linhagens, pode ser descartada. Tendo sido observado o mesmo
para 0s demais caracteres estruturais em geral, podemos indicar que tais estruturas
anatdmicas presentes no labelo das espécies de Spiranthinae (e provavelmente também
nas Cranichidinae) podem ser enganosas na realizacdo de inferéncias filogenéticas, e que,
em grande parte, isto se deve a forte pressdo ecoldgica pelos quais estas estruturas passam.
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Tabela 1. Espécies de Spiranthinae e Cranichidinae (Orchidaceae, Cranichidae) incluidas no estudo anatdmico e morfoldgico do labelo. Clado principal na filogenia mais
recente de Spiranthinae (veja Figura 1). Vouchers depositados nos Herbério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (BHCB), exceto

quando indicado (MEXU - Herbario Nacional de México, Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México).

Espécies Clado Localidade Voucher Analise Sindrome de Polinizacdo
Spiranthinae
Beloglottis mexicana 5 Meéxico Salazar et al. 9349 (MEXU) ML Melitofilia
Cotylolabium lutzii 1 Alto Capara6-MG Costa 326 (BHCB) MEV e MET Melitofilia®
Cyclopogon chloroleucus 3 Alto Capara6-MG Batista et al. 3398 (BHCB) ML Melitofilia
Cyclopogon elatus 3 Santa Rita de Caldas-MG ML, MEV, MET Melitofilia?
Dichromanthus cinnabarinus 5 México Figueroa 196 (MEXU) ML Ornitofilia®
Eltroplectris triloba 2 Rio de Janeiro-RJ Batista et al. 3160 (BHCB) ML Falenofilia
Lankesterella ceracifolia 4 Benedito Novo-SC ML e MEV Melitofilia/Falenofilia?
Mesadenella cuspidata 2 Belo Horizonte-MG Batista & Ferreira 3394 (BHCB) ML, MEV, MET Melitofilia
Pelexia pterygantha 3 Moeda-MG Batista et al. 3368 (BHCB) ML, MEV, MET Melitofilia
Pteroglossa roseo-alba 2 Itirapina-SP Pansarin, LBMBP 801 ML Psicofilia*
Sacoila lanceolata 2 Caeté-MG Batista et al. 3431 (BHCB) ML, MEV, MET Ornitofilia®
Sarcoglottis fasciculata 3 MHNJB da UFMG - MG  Batista 3342 (BHCB) ML Melitofilia
Sauroglossum elatum 3 Santa Bérbara-MG Paiva s.n (BHCB) ML, MEV, MET Falenofilia®
Skeptrostachys balanophorostachya 2 Moeda-MG Batista et al. 3389 (BHCB) ML Ornitofilia
Cranichidinae
Cranichis candida Alto Capara6-MG Batista et al. 3395 (BHCB) ML, MEV, MET Melitofilia
Prescottia glazioviana Alto Capara6-MG Batista et al. 3381 (BHCB) ML Melitofilia/Miiofilia (?)
Prescottia oligantha Santana do Riacho-MG ML Melitofilia/Miiofilia (?)

Dados retirados de: 1. Borba et. al (2014). 2. Wiemer et. al (2009). 3. Salazar et. al (2011). 4. Pansarin & Ferreira (2015). 5. Singer & Sazima (2000). 6. Singer (2002).
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Tabela 2. Caracteres anatdmicos e morfolégicos estudados em 14 espécies de Spiranthinae e trés de Cranichidinae (Orchidaceae, Cranichidae). Para dados de Presenca/
Auséncia, considerar: 0. Ausente, 1. Presente. *Dados retirados de Borba et al. (2014). Veja Tabela 1 para nomes das espécies.

Caracteres Spiranthinae Cranichidinae
Cot_lu* Bel_me Cycch Cycel Dic_ci Elttr Lan_ce Mescu Pel pt Ptero Sacla Sarfa Sau el Ske ba Cra_ca Pre_gl Pre_ol

Papilas face secretora nectario 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
N° min. camadas células sub-
epidérmicas tecido secr. (1= < 15, 1 15 20 4 8 9 1 7 6 5 7 20 1 7 4 3 6
2=>15)

0 oz ) _
N° max. camadas Ccéls. sub 4 30 30 1 13 1 8 9 7 6 15 40 4 9 7 5 10
epidérmicas tec. secretor

_— 0

V;.ascularlzagao nect. (n°® min. 1 1 1 1 4 1 1 1 4 1 4 4 1 6 1 1
feixes) 3
Vascularizagdo nect. (n° max.

- 4 2 2 2 4 2 2 1 5 2 10 4 1 6 2 1
feixes) 3
Tricomas unicelulares alongados
terco basal labelo (superficie 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
adaxial)
Tricomas unicel. a!o_ngados_ terco 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1
basal labelo (superficie abaxial)
Tricomas unicel. alongados tergo 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1
basal labelo (margens)
Tn'comas face adaxial labelo altura 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1
estigma e coluna
Tncoma} n_ao glandular face adaxial 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
terco médio labelo
Papl]a ndo gl. face adaxial tergo 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0
médio labelo
Cells.. secretoras face adaxial tergo 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
médio labelo
Epiderme secretora 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Papila gl. epiderme face adaxial 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

terco médio labelo
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Tabela 2. Continuacéo...

Papilas gl. esféricas face adaxial
terco médio labelo

Papilas gl. conicas face adaxial
terco médio labelo

Tricomas glandulares na face
adaxial do ter¢co médio labelo
Céls. volumosas gls. entre meio e
bordo face abaxial terco médio
labelo

Céls. volumosas gls. margens face
abaxial terco médio labelo

Papilas ndo gls. epiderme terco
apical labelo

Papila gl. epiderme face adaxial
apice labelo

Espessura min. mesofilo terco
médio labelo (n° céls. parénquima)
Espessura max. mesofilo terco
médio labelo (n° céls. parénquima)
Espessura min. mesofilo margens
terco apical labelo (n° céls.
parénquima)

Espessura méx. mesofilo margens
terco apical labelo (n° céls.
parénquima)

Espessura min. mesofilo centro
terco apical labelo (n° céls.
parénquima)

Espessura méx. mesofilo centro
terco apical labelo (n° céls.
parénquima)

Comprimento flor (perianto +
ovario) em mm

Compr. sépala dorsal

10

4

33

16,0

4,6

31

10

111

4,2

11

11,3

58

21,3

9,2

21,5

10,5

10,5

7,0

8,2

50

12

20,3

13,2

10

38,7

19,7

26,9

17,3

12

38,1

151

14

14,0

73

13,0

10,0

51

2,2

6,9

4,0

35

1,6

36



Tabela 2. Continuacéo...

Largura sépala dorsal
Compr. sépalas laterais
Larg. sépalas laterais
Comprimento pétalas
Larg. pétalas

Compr. labelo

Larg. labelo

Compr. nectério

Larg. nectério

Compr. cav. nectarifera
Larg. cav. nectarifera

Forma cav. nectarifera®

Margens por¢do basal
aderentes aos lados coluna

Presenca de trabécula
Labelo "plataforma”
Flor Ressupinada

odor#

5,0

19,0

6,0

15,0

4,0

15,0

85

4,0

3,8

4,0

3,8

Sim

4,2

2,0

4,1

1,6

3,2

2,2

1,2

05

17

1,7

NP

2,1

4,3

18

3,7

13

50

33

1,0

1,0

17

1,6

NP

2,1

55

13

53

11

8,1

2,0

1,0

0,6

19

2,0

NP

24

11,0

2,2

11

2,0

16,1

24

2,0

05

2,9

14

Néo

3,8

13,3

15

9,6

3,4

14,3

2,4

3,2

1,2

8.4

17

NP

2,6

6,0

2,0

57

1,7

9,7

2,8

2,3

0,7

44

1,3

NP

15

4.8

19

43

15

50

15

1,2

1,2

17

0,9

Sim

6,7

11,5

2,2

11,7

34

15,3

49

3,0

13

35

4,1

Sim

5,0

18,7

6,8

16,3

4,7

23,1

4,6

9,6

08

17,9

2,6

Néo

52

151

4,0

133

51

16,6

3,2

3,6

08

6,6

33

Néo

4,5

17,3

50

16,9

31

22,6

52

54

1,2

7,0

3,0

Sim

28

8,5

2,3

7.2

15

8,3

33

1,2

1,0

17

13

Sim

34

8,2

2,8

10,2

3,6

9,5

25

1,9

0,7

3,7

1,7

Sim

1,0

25

1,1

2,5

05

2,4

15

0,0

0,0

0,0

0,0

Sim

15

43

19

3,2

13

3,7

3,2

1,0

1,0

11

1,6

Sim

0,9

1.8

1,0

1.2

0,6

2,2

2,0

04

0,3

0,7

05

Sim

# - Caréter ndo utilizado nas anélises; $ = 1 - mento, 2 - célcar, 3 - decurrente, 4 - ausente; NP= N&o perceptivel.
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Goodyera pubescens Goodyerinae
Galeottiella sarcoglossa Galeottiellinae
Manniella cyprip Manniellinae
Discyphus scopulariae Discyphinae
Stenoptera ecuadorana
Altensteinia fimbriata
Gomphichis caucana
Aa colombiana
Porphyrostachys pilifera
Prescottia densiflora
Galeogi thy hiftim
Pterichis habenarioides
Ponthieva racemosa
| Cranichis engelif

& Cotylolabium lutzii

A =

Cranichidinae

it

Stenorrhynchos speciosum
Thelyschista ghillanyi

Bt jeni: dorensis
— Nothostele acianthiformis

Eltropleciris triloba

Pteroglossa roseo-alba

Lyroglossa grisebachii

Sacoila lanceolata

Skeptrostachys balanoph tachya
Coccineorchis cernua

e Sawrog
Cyclopogon chloroleucus
_I_ Cyclopogon elatus
Veyretia sincorensis

Sarcogiottis fasciculata
Odontorrhynchus chlorops
Brachystele camporum Spiranthinae
Pelexia orobanchoides
Quechua glabr
Eurystyles auriculata
Lankesterella ceracifolia
Hapalorchis lineatus

hy

Svenkoelizia congestiflora
Sotoa confusa

Beloglottis mexicana
Auios epalum hemichreum
Spiranthes spiralis
Pseudogoodyera wrightii
Physogyne gonzalezii
Greenwoodiella werckiei
Mesadenus polyanthus
Kionophyton sawyeri
Schiedeelia crenuliata
Deiregyne eriophora

Dichr thus barinus

Al

Figura 1. Relagdes filogenéticas na tribo Cranichideae (Orchidaceae), com énfase na subtribo Spiranthinae,
inferidas a partir de uma andlise de parcimonia de sequéncias de DNA das regides de cloroplasto matK-
trnK e trnL-trnF e da regido ribossomal nuclear ITS. Os ndmeros indicam as cinco principais linhagens da
subtribo Spiranthinae: 1, Cotylolabium lutzii; 2, clado Stenorrhynchos; 3, clado Pelexia; 4, clado
Eurystyles; e 5, clado Spiranthes. Modificado de Salazar et al. (no prelo).
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Figura 2 A-O. Flores das espécies de Spiranthinae estudadas. A, D, G, J, M. Flores; B, E, H, K, N. Flores
em corte longitudinal mostrando a coluna, presenca de tricomas e a cavidade nectarifera; C, F, I, L, O.
Detalhe da cavidade nectarifera e do nectéario. A-C. Beloglottis mexicana. D-F. Cyclopogon elatus. G-I.
Cyclopogon chloroleucus. J-L. Dichromanthus cinnabarinus. M-O. Eltroplectris triloba. (¢ — coluna, cn —
cavidade nectarifera, Ib — labelo, seta preta — nectario, * - tricomas). Fotos: A-C e J — Gerardo A. Salazar.
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Figura 3 A-O. Flores das espécies de Spiranthinae estudadas. A, D, G, J, M. Flores; B, E, H, K, N. Flores
em corte longitudinal mostrando a coluna, presencga de tricomas e a cavidade nectarifera; C, F, I, L, O.
Detalhe da cavidade nectarifera e do nectério. A-C. Lankesterella ceracifolia. D-F. Mesadenella cuspidata.
G-l. Pelexia pterygantha. J-L. Pteroglossa roseo-alba. M-O. Sacoila lanceolata. (c — coluna, cn —
cavidade nectarifera, Ib — labelo, seta preta — nectario, * - tricomas). Fotos: A — Gerardo A. Salazar; G -
Jodo A. N. Batista; J — Emerson R. Pansarin.
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Alim|

Figura 4. Flores das espécies de Spiranthinae (A-1) e Cranichidinae (J-O) estudadas. B, E, H, M, N, O.
Flores em corte longitudinal mostrando a coluna, presenca de tricomas e a cavidade nectarifera (em N,
apenas sépalas e pétalas removidas); C, F, |. Detalhes da cavidade nectarifera e do nectario.A-C.
Sarcoglottis fasciculata. D-F. Sauroglossum elatum. G-lI. Skeptrostachys balanophorostachya. J, M.
Cranichis candida. K, N. Prescottia glazioviana. L, O. Prescottia oligantha. (¢ — coluna, cn — cavidade
nectarifera, Ib — labelo, seta preta — nectéario, * - tricomas). Fotos: A, G, J, L, M — Jodo A. N. Batista.
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Figura 5 A-F. Seccdes do labelo de flores do labelo de Spiranthinae. A. Cyclopogon chloroleucus, notar a
elevada densidade citoplasmética na porcao adaxial, caracterizando o nectario em seccdo transversal. B.
Nectario de Pteroglossa roseo-alba em seccéo transversal; além da elevada densidade citoplasmatica das
células secretoras, a epiderme mostra-se papilosa. C. Sec¢do longitudinal da regido mediana do labelo de
Cyclopogon elatus, com presenca de tricomas proximo a regido estigmatica. D. Sec¢do transversal da regido
mediana do labelo de Mesadenella cuspidata, que possui tricomas na face adaxial, porém ndo proximo a
regido estigmatica. E - F. Secgdo transversal da regido mediana do labelo de C. chloroleucus, onde nao ha
presenca de tricomas proximo a regido estigmatica; notar a presenga de células com potencial secretor em
ambas as faces do labelo, e células parenquimaticas de citoplasma denso e muito vacuoladas. (ab, face
abaxial do labelo; ad, face adaxial do labelo; es, estigma; s, tecido secretor; seta, tricoma).
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Figura 6 A-F. Secg¢des do labelo de flores de espécies de Spiranthinae. A-B. Seccdes longitudinais do terco
apical do labelo de Mesadenella cuspidata (A) com papilas ndo glandulares e Beloglottis mexicana (B) com
papilas glandulares. Ainda em B, detalhe de idioblasto contendo réfides de oxalato de célcio. C. Terco
médio do labelo de Pelexia pterygantha. D. Terco médio do labelo de Sarcoglottis fasciculata. E. Nectario
de P. pterygantha em secg¢do transversal, onde as células de alta densidade citoplasmética se encontram
apenas na face adaxial, e a face abaxial possui células com vaclolos grandes, proximas aos nuUMerosos
feixes vasculares. F. Nectario de S. fasciculata em seccdo longitudinal; todo o mesofilo é secretor, com
células de elevada densidade citoplasmatica. (ab, face abaxial do labelo; ad, face adaxial do labelo; vb,
feixe vascular; i, idioblasto contendo réafides de oxalato de célcio; s, tecido secretor; seta, células globosas
na regido do osmoforo).
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Figura 7 A-C. Secc0es transversais do labelo flores de espécies de Cranichidinae. A. Seccdo da regido
mediana do labelo de Cranichis candida, onde as células com elevada densidade citoplasmatica se
estendem por toda a face adaxial, caracterizando o nectario dessa espécie, e a face abaxial apresenta células
globosas de citoplasma denso. B-C. Seccéo de Prescottia glazioviana, sendo B na regido das auriculas, que
apresentam células secretoras e C na regido mediana, proximo ao estigma, ndo apresentando tricomas na
face adaxial, e com células globosas e vacuoladas na face abaxial. (ab, face abaxial do labelo; ad, face
adaxial do labelo; es, estigma; s, tecido secretor; seta, célula globosa na regido do osméforo).
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Figura 8 A-F. Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura do labelo de flores de espécies de
Spiranthinae e Cranichidinae. A. Notar a presenca de papilas na epiderme do nectario de Lankesterella
ceracifolia, que possui mais de um lobo. B. Nectario de Cyclopogon elatus com epiderme secretora plana,
e tricomas ndo glandulares na face abaxial. C. Face abaxial do labelo de Pelexia pterygantha, com a regido
do osméforo apresentando células globosas distribuidas de maneira mais esparsa. D. Face abaxial do labelo
de Cotylolabium lutzii, na regido do osmaéforo, onde as células globosas podem ser encontradas associadas
em pequenos grupos, e se distribuem de maneira mais proxima. E-F. Face adaxial do labelo de Cranichis
candida, onde é possivel notar as células estriadas da epiderme secretora em E, € as mesmas células com
prolongamentos da cuticula em F. (n, nectario; seta, células globosas na regido do osmoforo; *, cuticula)
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Figura 9 A-F. Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao do labelo de duas espécies Spiranthinae.
A-C. Labelo de Cyclopogon elatus. D-F. Labelo de Sauroglossum elatum. Notar o citoplasma denso rico
em mitocondrias, reticulo endoplasmatico e plastidios contendo grdos de amido. Plastidios podem ser
observados em associagdo com segmentos de reticulo endoplasmatico em E e F. Em F também é possivel
notar plasmodesmos estabelecendo conexdes citoplasmaticas entre células adjacentes. (di, dictiossomo; mi,
mitocondria; pl, plastidio; re, reticulo endoplasmético; va, vactolo; seta, graos de amido; cabeca de seta,
plasmodesmo)
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Figura 10 A-F. Imagens Microscopia Eletrénica de Varredura do nectario de flores de duas espécies
Spiranthinae. A-C. Nectario de Pelexia pterygantha. D-F. Nectario de Cyclopogon elatus. Notar o
citoplasma denso, rico em mitocondrias, vesiculas e segmentos de reticulo endoplasmatico, e nicleo grande
com nucléolos conspicuos. Em C ha evidéncias de fusdo entre vesiculas e a membrana plasmatica, assim
como acumulo de secrecdo na superficie da parede celular. (c, cuticula; di, dictiossomo; mi, mitocondria;
n, ndcleo; pl, plastidio; re, reticulo endoplasmatico; va, vactolo; seta, gréos de amido)
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Figura 11. Dendrograma mostrando as relacfes fenéticas entre 14 espécies de Spiranthinae e 3 de
Cranichidinae, a partir das matrizes de caracteres anatdmicos (n=27), morfologicos (n=18) e todos os
caracteres agrupados (n=45), utilizando o coeficiente de similaridade de Gower e UPGMA como algoritmo
de agrupamento. Para nomes das espécies, veja Tabela 1.
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do nectério

Parsimony reconstruction
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Pelexia orobanchoides
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Hnony reconstruction
dered) [Steps: 5]
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Sarcoglottis fasciculata
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Character: 17 papilas

glandulares esféricas na Sauroglossum elatum
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medio do labelo Pelexia orobanchoides
Parsimony reconstruction

dered) [Steps: 3]
m ps Sarcoglottis

K

Cyclopogon elatus

Cyclopogon chloroleucus

Prescottia densiflora D

10 Cranichis engeli
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[————0 Lankesterella_ceracifolia
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Dichromanthus cinnabarinus
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do labelo (nas margens)
Parsimony reconstruction
mdered] [Steps: 6]
LK

Pelexia orobanchoides

Sarcoglottis fasciculata

Cyclopogon elatus

Cyclopogon chioroleucus

Figura 12. Otimizacdo mais parcimoniosa na arvore filogenética de sequéncias de DNA nuclear (ITS) e de
cloroplasto (matK-trnK e trnL-trnF). A. Presenca de papilas na superficie secretora do nectério. B. Presenga
de papilas glandulares esféricas na face adaxial do terco médio do labelo. C. Presenga de tricomas
unicelulares alongados na superficie adaxial do terco basal do labelo. D. Presenca de tricomas unicelulares
alongados nas margens do terco basal do labelo. Branco = auséncia; preto = presenca.
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Parsimony reconstruction
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Parsimony reconstruction (
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Figura 13. Otimizacdo mais parcimoniosa na arvore filogenética de sequéncias de DNA nuclear (ITS) e de
cloroplasto (matK-trnK e trnL-trnF). A. Presenca de células volumosas glandulares entre meio e bordo da
face abaxial do terco médio do labelo (branco = auséncia; preto = presenga). B. Forma da cavidade
nectarifera (1 - mento, 2 - célcar, 3 - decurrente, 4 - ausente). C. Comprimento médio do nectério. D.
Comprimento médio da cavidade nectarifera.
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