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RESUMO

Foi estudada a biologia floral, o sistema reprodutivo, o0 mecanismo de polinizagdo e a area de
distribuicao geografica de Cotylolabium Lutzii (Orchidaceae), na Serra do Caparad, na divisa
dos estados de Espirito Santo e Minas Gerais. O primeiro objetivo desse estudo foi de elucidar
a biologia reprodutiva de C. lutzii com énfase no seu mecanismo de poliniza¢do, contribuindo
para o conhecimento da evolucdo e irradiagdo dos sistemas de polinizagdo na subtribo
Spiranthinae. As flores de C. [utzii possuem néctar em pequena quantidade e alta concentracao.
Sao polinizadas exclusivamente por Bombus (Thoracobombus) brasiliensis Lepeletier, 1836
(Hymenoptera: Apidae), as visitas observadas foram relativamente raras o que contrasta com a
observacdo de frutificagdo relativamente alta. Cotylolabium Iutzzi ¢ auto compativel e
dependente do polinizador para frutificagdo. O posicionamento filogenético da espécie, aliado
a estudos de biologia floral em outros géneros da subtribo, permite indicar que melitofilia e
autocompatibilidade sejam caracteristicas basais na subtribo Spiranthinae, com posterior
irradiacdo adaptativa no grupo para polinizacdo por beija-flores e Lepidoptera. A espécie
floresce do inicio de janeiro ao final de marco, com pico de floragdo em fevereiro. O segundo
objetivo foi de se utilizar Modelos de distribui¢do de espécies e exploragdo em campo para
localizar novas areas de ocorréncia e areas com potencial de ocorréncia para mesma, onde os
fatores fisicos e climaticos sdo adequados aos requisitos fisioldgicos da espécie, e assim
oferecer suporte para medidas de conservagdo, quantificando a amplitude ambiental das
ocorréncias dessa espécie. Através das amostragens de pontos de ocorréncia em campo, foi
possivel registrar novos locais de ocorréncia para C. [utzii. Os modelos gerados mostram uma
area realmente muito restrita, com todas as subpopulacdes limitadas ao territorio do Parque

Nacional do Caparad, proximas ao cume dos maiores picos do macigo Caparad.

Palavras-chave: Spiranthinea, Orchidaceae, Polinizagdo, Biologia reprodutiva.



ABSTRACT

It was studied the floral biology, the reproductive system, the pollination mechanism and the
geographic distribution area of Cotylolabium lutzii (Orchidaceae), in the Caparad mountain
range, on the border between Espirito Santo and Minas Gerais states. The first objective of this
study was to elucidate the reproductive biology of C. [utzii with an emphasis on its pollination
mechanism, contributing to the knowledge of the evolution and irradiation of pollination
systems in the subtribe Spiranthinae. The flowers of C. [utzii present nectar in small quantity
and high concentration. They are pollinated exclusively by Bombus (Thoracobombus)
brasiliensis Lepeletier, 1836 (Hymenoptera: Apidae). Visits were relatively rare, which
contrasts with the relatively high fruit set. Cotylolabium lutzzi is self-compatible and dependent
on pollinators for fruiting. The phylogenetic positioning of the species, combined with studies
of floral biology in other genera of the subtribe, allows indicating that melittophily and self-
compatibility are ancestral characteristics in the subtribe Spiranthinae, with subsequent
adaptive radiation in the group for pollination by hummingbirds and Lepidoptera. The species
blooms from early January to late March, with flowering peak in February. The second
objective was to use Species Distribution Models and exploration in the field to locate possible
new populations and potential areas for the species, and thus offer support for conservation
measures, quantifying the environmental amplitude of occurrences of this species. Through
checking points generated by the models in the field, it was possible to register new occurrence
sites for C. lutzii. The models generated show a very restricted distribution area, with all
subpopulations limited to within the Capara6 National Park, close to the summit of the highest

peaks of the Capara6 massif.

Keywords: Spiranthinea, Orchidaceae, Pollination, Reproductive Biology.
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1 INTRODUCAO

A observacao de que a cor geralmente ¢ correlacionada com outras caracteristicas
florais, como tamanho, simetria, forma e odor, resulta nas conhecidas sindromes de
polinizacdo: grupos de caracteristicas florais que ocorrem junto tipicamente em flores que
sdo polinizadas por um agente particular (Rausher 2008). Exemplos de sindromes incluem
(1) flores ornitofilas (polinizadas por aves), que sao avermelhadas a alaranjadas, com um
longo tubo floral e grande quantidade de néctar diluido, (2) flores melitofilas (polinizadas
por abelhas), geralmente azuis ou roxas com tubo floral curto e largo contendo pequena
quantidade de néctar concentrado, (3) flores falenofilas (polinizadas por mariposas), de
coloracdo clara com tubo floral longo e antese noturna. Estimar o nimero de transi¢des das
sindromes usando métodos filogenéticos e reconstrucdo de caracteres pode prover
importantes informagdes para estudos mais profundos das bases ecoldgicas da sele¢do. Outro
importante fator consiste na polaridade das transi¢des e quando transi¢des particulares sdao
reversiveis ou evolutivamente labeis (Rausher 2008).

A megadiversa familia Orchidaceae ¢ um excelente grupo para estudos evolutivos,
possuindo caracteristicas marcantes da acdo de processos evolutivos recentes, fortemente
marcados por processos de especiacdo abrupta, fendmenos de convergéncia e irradiagdo
adaptativa (Dressler 1993). A grande maioria das orquideas € polinizada por engodo,
possuindo flores que mimetizam um modelo geral de flor que oferece néctar (principalmente
melitofila, e menos frequentemente ornitdfila, psicofila e falendfila), local de oviposi¢ao
(sapromiiofilas) ou parceiro sexual (mimetizando fémeas de himendpteras ou dipteras)
(Ackerman 1986). No entanto, em diferentes espécies de orquideas sdo também ofertadas aos
visitantes florais uma ampla variedade de recursos, sendo o néctar o mais comum, mas
também fragrancias ou 6leos florais, € mais raramente polen ou pseudopoélen (van der Pijl &
Dodson 1966). O papel dos polinizadores na evolugdo das orquideas ¢ refletido na
complexidade das caracteristicas dos mecanismos de polinizagdo. Aparentemente, a
polinizagdo por abelhas ¢ a condi¢do ancestral na familia, ocorrendo atualmente em
aproximadamente 75% das espécies. Porém, varios eventos de irradiacdo ocorreram em
Orchidaceae, principalmente da condi¢cao melitéfila para a polinizagao por aves (ornitofilia),
borboletas (psicofilia), mariposas (falenofilia e  esfingofilia), dipteras (miofilia e
sapromiofilia) e besouros (cantarofilia) (van der Pijl & Dodson 1966). Apesar do crescente
numero de estudos sobre a biologia de polinizacdo em Orchidaceae no Brasil nos ultimos

anos, esses ainda sdo relativamente escassos quando comparados a sua importancia € o
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numero de espécies na familia, especialmente em alguns grupos, tais como a subfamilia
Orchidoideae.

A subtribo Spiranthinae (Orchidoideae: Cranichideae), uma das principais linhagens
de orquideas terrestres, abrange cerca de 42 géneros e aproximadamente 500 espécies com
predominancia de distribuicdo no Neotropico (Garay 1982; Salazar 2003). Segundo a lista da
Flora do Brasil (2020), sdo encontrados 23 géneros e 189 espécies desse grupo no territorio
brasileiro. Recentes estudos moleculares indicam que a evolugdo dos caracteres florais nessa
subtribo ¢ mais complexa do que comparagdes prévias haviam sugerido, onde alguns destes
caracteres parecem ser homoplésticos, relacionados a adaptacdo ao mesmo ou similar
polinizador em grupos distantemente relacionados (Salazar et al. 2011, 2018). Os escassos
estudos realizados e a estrutura geral das flores em Spiranthinae indicam que a sindrome da
melitofilia ¢ a mais comum e amplamente distribuida no grupo. No livro “Orchid flowers:
their pollination and evolution”, obra de referéncia de suma importancia sobre poliniza¢ao
na familia (van der Pijl & Dodson 1966), sio mencionados exemplos de géneros em
Spiranthinae possivelmente ornitofilos, em um pequeno grupo de flores de coloragdo
vermelha e rosada, como Sacoila, Stenorrhynchos e Dichromanthus, sugerindo que sua
polinizagdo seja feita por beija-flores. Salazar et al. (2011) estudaram espécies de
Dichromanthus e concluiram que a maioria apresenta uma sindrome de polinizagao por beija-
flores, o que € consistente com o proposto por van der Pijl & Dodson (1966). Além disto,
Singer & Sazima (2000) confirmaram a polinizag¢do por beija-flores em Sacoila lanceolata.

Diversos estudos de biologia floral tém confirmado as abelhas como grupo principal
de polinizadores em Spiranthinae (Singer & Cocucci 1999; Singer & Sazima 1999; Singer
2003; Sanguinetti & Singer 2014). Porém, outros estudos mostraram que, em algumas
espécies aparentemente melitofilas, hd efetivamente polinizagdo por lepiddpteros diurnos e
noturnos, como mariposas em Sauroglossum elatum (Singer 2002) e borboletas em
Pteroglossa (Pansarin & Ferreira 2015). Isso mostra que ocorreu uma irradiacdo adaptativa
na subtribo para diversos grupos de polinizadores, provavelmente a partir de uma condi¢ao
ancestral melitofila (Borba et al. 2014). Salazar et al. (2011) sugerem que a poliniza¢do por
beija-flores em Spiranthinae tenha surgido diversas vezes, notando a grande convergéncia
dos caracteres florais para esse tipo de polinizagdo, hipotese suportada por andlises
filogenéticas mais recentes para a subtribo (Borba et al. 2014; Salazar et al. 2018).

Néctar € o unico recurso conhecido oferecido em flores de Spiranthinae. Tanto o
volume quanto a concentragdo de aglicares do néctar estdo frequentemente correlacionados

com o tipo de polinizador, sendo usualmente mais concentrados € com menor volume em
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flores polinizadas por abelhas e mais diluidos e com maior volume em flores polinizadas por
beija-flores e Lepidoptera (Proctor et al. 1996). A emissdo de fragrancia também esté ligada
ao tipo de polinizador, e geralmente as flores de Spiranthinae com odor liberam uma
fragrancia levemente adocicada, geralmente em osmoforos localizados no labelo (Wiemer et
al. 2009; Borba et al. 2014) e atraem abelhas e lepidopteros, enquanto as flores sem fragrancia
costumam ser polinizadas por beija-flores.

Salazar et al. (2011) demonstraram que a ocorréncia de poliniza¢ao por beija-flores
em espécies ou grupos de espécies pertencentes a clados distantes em Spiranthinae, ou seja,
algumas espécies de Dichromanthus e (provavelmente) Svenkoeltzia no clado Spiranthes;
Sacoila e Stenorrhynchos no clado Stenorrhynchos; e provavelmente Coccineorchis no clado
Pelexia (Fig. 1). Cada um destes géneros estd intimamente relacionado a grupos que exibem
outras sindromes de polinizagdo, sugerindo que a polinizagdo por beija-flores surgiu varias
vezes independentemente na subtribo. Salazar et al. (2003, 2018) observaram varios casos de
incongruéncia entre clados recuperados por andlises moleculares e agrupamentos
taxondmicos prévios baseados em morfologia floral. Eles propuseram que alguns dos
caracteres florais usados para definir os géneros que sdo diretamente envolvidos na
polinizagdo e, portanto, propenso a homoplasia resultante de pressdes seletivas de
polinizadores. Assim, similaridade em tais caracteres entre grupos distantemente
relacionados pode refletir adaptagdo convergente aos polinizadores em vez de proximidade
filogenética. Seus resultados apoiam essa hipdtese em relacdo a Dichromanthus e
Stenorrhynchos, em que a semelhanca geral, forma de flor e coloracdo provavelmente
evoluiram independentemente, indicando que a morfologia floral ¢ evolutivamente 14bil.
Assim, a confiabilidade de tais caracteres em delimitar géneros naturais (ou seja,
monofiléticos) e taxa de niveis superiores ndo deve ser assumida a priori. Os autores ainda
destacaram a necessidade de obtencao de mais informagdes detalhadas e comparativas sobre
a biologia da polinizac¢do no grupo. Estudos estruturais e de polinizacdo que, juntamente com
analises filogenéticas formais, permitirdo alcancgar a compreensao do papel dos 6rgaos florais
na polinizagdo e sua utilidade para delimitar historicamente grupos taxondmicos
significativos em Spiranthinae (Salazar et al. 2011)

O género Cotylolabium ¢ mono-especifico, sendo C. lutzii a sua Unica espécie, €
também o grupo irmao do restante da subtribo (Borba et al. 2014). A analise de area ancestral
indica que Spiranthinae se originou no leste da América do Sul, com migrac¢des subsequentes
e radiagdes secunddrias na Mesoamérica e América do Norte, além de uma migracao

derivada desta ultima regido para o Velho Mundo (Salazar et al. 2018). Originalmente a
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espécie foi descrita em Stenorrhynchos, género caracterizado pelo longo e afilado rostelo e
demais caracteristicas ornitdfilas. Posteriormente, varias de suas espécies foram segregadas
em diversos outros géneros, tais como Cotylolabium, Skeptrostachys e Sacoila, decisdao
sustentada recentemente por estudos filogenéticos demonstrando que o género era polifilético
(Salazar et al. 2003, 2009, 2011, 2018). Sendo o Unico representante atual desta linhagem
relictual irma de uma grande radiagdo neotropical (Borba et al. 2014; Salazar et al. 2018), o
conhecimento de sua biologia reprodutiva e de polinizagdo ¢ de grande importancia para o
entendimento da evolucao da subtribo.

Cotylolabium lutzii ¢ endémica da Serra do Caparad, conhecida por apenas uma
pequena populacdo, proxima ao Pico da Bandeira, o ponto mais alto da América do Sul
oriental com 2.892m de altitude, ocupando uma area menor do que 200m? e possuindo poucas
dezenas de individuos (Borba et al. 2014). Com base nos critérios do World Conservation
Union Red List Categories and Criteria (IUCN, 2001), C. lutzii pode ser classificada como
em perigo. E uma erva terrestre que cresce em solo raso nas fendas das rochas em campo de
altitude. Sua floragao ocorre de final de fevereiro ao final de margo, durante o final da estacao
chuvosa, e a fase de crescimento ocorre durante o verdao com dorméncia no inverno. Todos
os registros recentes indicam que a espécie ocorre acima de 2600m de altitude, o que implica
em uma pequena area proxima ao cume. Porém, coletas a 1890. indicam sua ocorréncia a
uma elevagdo de 2000m alt., além de uma coleta de 1960 a 2400m alt. Esses registros
sugerem que possam ocorrer outras populagdes de C. [utzii na Serra do Caparad (Borba et al.
2014). Nao existem informagdes sobre o polinizador, o0 mecanismo de polinizagdo nem a
biologia reprodutiva em Cotylolabium, e as suas flores possuem caracteristicas tanto de
Spiranthinae ornitofilas (flores com coloragdo vibrante, flores tubulares patentes sem
plataforma de pouso desenvolvida, cavidade nectarifera separada por uma barreira de dificil
acesso para aparelhos bucais nao rigidos) quanto melitdfilas (presenga de osmoforos
emitindo odor levemente adocicado e lobo terminal do labelo mais amplo do que as espécies
ornitofilas na subtribo). De destaque especial ¢ a coloragao fortemente amarela de suas flores,
ndo usual em Spiranthinae, sendo mais proximo do que ¢ observado nas espécies ornitofilas
do que nas melitofilas do grupo (Salazar et al. 2011).

Na eminente crise da biodiversidade, aliada a falta de recursos destinados a
conservacgdo (Brooks et al. 2002), as espécies ameacadas devem ser diferenciadas umas das
outras para que aquelas sob maior risco possam receber melhor atencao (Pimm et al. 1998;
Wilson et al. 2006). A maioria dos estudos de conservagdo avalia a distribuicao das espécies

e as ameacas 2 sua manutencdo, desconsiderando o conteudo evolutivo das linhagens
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filogenéticas como direcionamento relevante para areas para a conservagao (Gaiarsa 2010).
Abordagens que ndo consideram os dados filogenéticos ndo sdo eficazes na protecdo das
linhagens evolutivas que sdo essenciais para preservar a historia da vida, bem como a ampla
gama de servigos ecossistémicos fornecidos pela biodiversidade. Dentro de uma mesma
linhagem, as espécies terdo diferentes importancias relativas para a conservagdo da
diversidade evolutiva e ecologica seja atual ou passada. Quanto mais proximas
filogeneticamente forem, menor serd a diversidade genética entre elas e quanto mais
distantes, maior serd a diversidade, o que destaca a importancia dos estudos filogenéticos em
conjunto com estudos de biogeografia. Avangos recentes na aquisicao de dados moleculares
levaram a um notével aumento nas publicagdes sobre filogenias de espécies tropicais, como
os trabalhos de Salazar et al. (2018) e Borba et al. (2014) para Spiranthinae, e estdo
comecando a permitir o uso de linhagens evolutivas em estudos de conservagdo regional.

Quando consideramos espécies de uma mesma linhagem, podemos quantificar a
biodiversidade a partir da diversidade de caracteres (Faith 1992; Purvis & Hector 2000), por
meio de sua “singularidade ecoldgica”, sendo o grau de singularidade definido como a
distancia absoluta do fendtipo de uma determinada espécie em relagao ao fendtipo mais
comum na linhagem (Redding et al. 2010). Desta forma, quanto mais distinta uma espécie ¢
em relacdo as outras espécies de uma linhagem, maior sua singularidade ecologica. Ja foi
também proposto que o calculo da biodiversidade (May 1990) deveria considerar a
representacdo da historia evolutiva de um grupo (Faith 1992, 2002), supondo que esta medida
representaria a diversidade de caracteristicas relictuais. Assim, o grau de distin¢do de uma
espécie seria inversamente proporcional a sua proximidade as demais espécies de uma
linhagem e ao niimero relativo de espécies proximas (Owens & Bennett 2000; para diferentes
abordagens veja May 1990; Vane-Wright et al. 1991; Heard & Mooers 2000; Mace et al.
2003; Forest et al. 2007; Steel et al. 2007). O grau de “distingdo filogenética” ¢ uma das
métricas desenvolvidas para quantificar a historia evolutiva de um grupo (May 1990; Vane-
Wright et al. 1991): quanto mais relictual ¢ uma espécie, maior serd a sua distingdo
filogenética. Assim, diferentes espécies de uma mesma linhagem terdo diferentes
importancias relativas para a conservagdo da diversidade evolutiva e ecologica, atual e
passada.

Os modelos de distribuicdo de espécies (MDE) tém se mostrado uma ferramenta
importante de andlise para aumentar o conhecimento da distribuicdo de espécies, podendo
direcionar esfor¢cos de coleta para areas onde falta conhecimento ecologico e bioldgico,

otimizando as atividades de campo, reduzindo custos e contribuindo para estratégias de
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conservacdo (Guisan et al. 2006; Rodriguez et al. 2007; Siqueira et al. 2009). Entre suas
diversas aplicacdes, destacam-se a realizagdo de testes de hipoteses biogeograficas,
ecoldgicas e evolutivas e a quantificagdo de nichos ecologicos de espécies (Siqueira et al.
2009); conservacao de espécies raras ou ameacadas (Aratjo & Williams 2000; Engler et al.
2004); impactos de mudangas climaticas (Peterson et al. 2002; Oberhauser & Peterson 2003;
Siqueira & Peterson 2003; Thomas et al. 2004; Pearson et al. 2006; Aratjo et al. 2006, 2008;
Wiens et al. 2009); estudo sobre a dinamica de populagdes e fluxo génico (Peterson et al.
2006).

Os MDE utilizam da associa¢do entre as variaveis ambientais ¢ os dados de
ocorréncia das espécies para produzir mapas de distribui¢do, indicando areas que apresentam
condi¢des favoraveis a ocorréncia das espécies (Guisan & Thuiller 2005). Existe um grande
numero de algoritmos que vao desde aqueles de l6gica mais simples, tais como o Bioclim e
Domain, até algoritmos mais complexos, de aprendizagem de maquina, como Maxent e
GARP, além daqueles que utilizam parametros estatisticos como o GAM (Hastie &
Tibshirani 1986) e que por utilizarem dados de auséncia se aproximam da distribui¢ao real
das espécies (Jiménez-Valverde et al. 2008).

Estudos revelam que amostras pequenas ou enviesadas podem diminuir a acuracia
dos MDE (Stockwell & Peterson 2002; Kadmon et al. 2003, 2004; Hernandez et al. 2006;
Hortal et al. 2008; Wisz et al. 2008; Costa et al. 2010; Bean et al. 2011; Feeley & Silman
2011), caracteristicas dos dados para a maioria das espécies nos ambientes montanhosos
(Martinelli 2007; Madeira et al. 2008). No Global Biodiversity Information Facility (GBIF)
um dos mais importantes bancos de dados digitais sobre a distribuicdo geografica para
espécies de varios grupos taxonomicos, se encontram apenas 18 registros para C. lutzii, a
maioria deles antigos e apenas 6 deles georreferenciados, sendo todos para a mesma
localidade (GBIF 2020). A distribuicao geografica de C. lutzii ¢ aparentemente restrita a uma
pequena area de afloramentos rochosos proximos ao Pico da Bandeira em substrato raso
situado nas fendas das rochas. Devido a escassez de material coletado, a falta de
conhecimento sobre a biologia da espécie e a dificuldade de amostragem devido ao relevo de
seu habitat, acreditamos que a espécie tem sua distribuicdo subamostrada, e muito
provavelmente ocorre em outros morros € picos dentro do parque com elevagao similar ao
pico da bandeira, e com probabilidade de ocorrer até em outros locais fora da unidade de
conservagdo relativamente proximos com semelhanga floristica, geologica e altitudinal,
como algumas localizacdes da Serra do Mar e Serra da Mantiqueira. Apesar da sua grande

vulnerabilidade, ndo hé registro da espécie nas listas de espécies ameacadas de Minas Gerais,
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Espirito Santo e Brasil.

Diante das limitagdes do conhecimento sobre a biologia reprodutiva, da limitada
distribui¢ao espacial e de todo potencial de ameaga a conservacao dessa linhagem endémica
e relictual, ¢ fundamental que se conhega a distribuicdo real de Cotylolabium lutzii como
suporte para acdes de conservacdo e conhecimento sobre sua dinamica populacional. Assim,
foram objetivos deste estudo 1) elucidar a biologia reprodutiva de C. [utzii, com énfase no
seu mecanismo de polinizagdo e o sistema reprodutivo, a fim de se ter uma melhor
compreensdo das suas interagdes ecologicas, servindo de base para discutir a evolugdo e
irradiacao dos sistemas reprodutivos e sindromes de polinizacdo na subtribo Spiranthinae, e
2) baseando-se na hipdtese de que o conhecimento da distribuicao da espécie ¢ incompleto,
aplicar modelos de distribuigdo de espécies para indicar areas potenciais de ocorréncia, que
podem ser utilizados na localizagdo de novas populacdes e consequentemente na sua

conservagdo, indicando areas com relevancia para sua preservagao.
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2 MATERIAIS E METODOLOGIA

Area de estudo

O estudo foi realizado no Parque Nacional do Caparad, situado entre as coordenadas 20°19'-
20°37'S e 41°43'-41°53'W, na divisa dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo, regido
Sudeste do Brasil (Fig. 2). De acordo com a classificagao de Koppen (1948), a regido possui
clima do tipo Cwb, clima tropical de altitude com temperatura média anual entre 19° C e 22° C,
maxima absoluta de 34 a 36° C e minima absoluta de -4 a 0° C, sendo fevereiro o més mais quente
e julho o mais frio. A pluviosidade esta em torno de 1.000 mm anuais, € as maiores ocorréncias
de chuvas estdo entre os meses de novembro a janeiro, sendo setembro o més mais seco
(ICMBIO 2019). A unidade abrange uma area de aproximadamente 31,8 mil hectares,
concentrando uma das mais representativas areas de preservacido da Mata Atlantica (ICMBIO
2019). O Parque abriga o terceiro ponto mais alto do pais, o Pico da Bandeira (20°26'05"S,
41°47'45"W), com 2.891 metros de altitude, além dos Picos do Cruzeiro (2.861 m), do Cristal
(2.798 m) e do Calgado (2.766 m) (IBGE 2018). O Parque guarda amostras singulares de
campos de altitude, tipo de vegetacdao peculiar, fortemente influenciada pelas condi¢des de
solo, clima e altitude do macico do Caparad, que surgem em geral acima de 2.000 m (Fig.
3A-B), e compreendem uma flora diversificada e caracteristica, incluindo muitas espécies

endémicas e ameacadas de extingao (Leoni & Souza 1999).

Biologia reprodutiva

Polinizacdes experimentais

Foram realizadas polinizacdes experimentais em campo, em duas populacdes naturais da
espécie, abrangendo dois diferentes experimentos. No primeiro, foram realizados quatro
tratamentos: autopolinizagdes, polinizagdes cruzadas entre individuos da populagdo do Pico da
Bandeira, e polinizagdes interpopulacionais bidirecionais entre individuos das popula¢des do
Pico da Bandeira e do Pico do Cristal. No quarto tratamento, algumas flores ndo foram
polinizadas e nem emasculadas em cada populagcdo, para a verificagdo da ocorréncia de
agamospermia diplosporica e/ou autopolinizacdo espontanea. Apenas flores recém-abertas
foram utilizadas, sendo empregadas 10 flores para cada tipo de tratamento, totalizando 40
polinizagdes experimentais. A formacdo dos frutos e seu desenvolvimento foram

monitorados até a sua maturacdo. As sementes de frutos maduros foram removidas, fixadas
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em FAA 50% e armazenadas em etanol 50%. A viabilidade de uma amostra de 200 sementes
por fruto foi avaliada por seu carater morfolégico ao microscopio Optico, seguindo a
metodologia de Borba et al. (1999, 2001): sementes com embrido bem desenvolvido foram
consideradas viaveis, e sementes sem embrido ou com embrido rudimentar foram
considerados inviaveis.

No segundo experimento foram realizadas polinizagdes experimentais seguindo 0s
mesmos tratamentos anteriores, mas o desenvolvimento foi interrompido em intervalos
regulares de 3, 7 e 11 dias apos a polinizagdo para observagdo de germinacao dos graos de
poélen, crescimentos dos tubos polinicos, desenvolvimento do ovério e fertilizagdo. As flores
foram fixadas em FAA 50%, armazenadas e etanol 50% e posteriormente tratadas com 8N
NaOH a 60°C por 30min em estufa. Em seguida, foram lavadas com 4gua destilada, coradas
com azul de anilina, esmagadas e observadas em microscopio de epifluorescéncia

(modificado de Martin 1959).

Biologia floral

A atividade de visitantes florais foi observada na populagdo de C. /utzii proxima ao cume do
Pico da Bandeira, no Parque Nacional do Caparad. As observagdes foram feitas de 6:30 até
as 18:00 horas (do amanhecer ao anoitecer), durante cinco dias consecutivos, de 15-19 de
marco de 2018. Todas as flores disponiveis foram mapeadas ao fim do dia, associadas a
informagao sobre presen¢a do polinario na antera ou estigma, sendo examinadas no inicio do
dia seguinte para verificar se houve remog¢ao/deposicdo de polindrio fora do periodo de
observagdo. A frequéncia e comportamento dos visitantes florais foram registrados, e
amostras dos insetos foram coletadas e enviadas para especialistas para identificacdo e
depositadas na Cole¢do Zoologica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A
frutificacdo nas populacdes foi quantificada a partir da contagem do niimero de flores e frutos
formados em individuos amostrados ao acaso. Foram mensurados a concentragao de solutos
solidos (equivalentes de agtcares) utilizando-se um refratometro de mao (ATAGO) e o
volume de néctar usando microseringa (HAMILTON, 50ul). Foram utilizadas 28 flores

durante o horario de maior visita (11hs) para serem feitas estas mensuragdes.

Biogeografia

Foi utilizada modelagem de distribui¢do de espécies como ferramenta para encontrar locais

com alta adequabilidade ambiental e probabilidade de ocorréncia de C. /utzii para posterior
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verificagdo em campo, indicando novas areas de potencial ocorréncia, se ter melhor

conhecimento da distribui¢ao da espécie e auxiliar medidas de conservacao.

Tratamento dos pontos de ocorréncia da espécie.

Pela escassez de material de herbarios, com pouca quantidade de coletas realizadas e
amostragens muito antigas, em sua maioria nao georreferenciadas, sendo todas para o mesmo
local, optou-se por georreferenciar diretamente os pontos de ocorréncia em campo, 0 que
confere uma maior robustez para o estudo. Para definir os locais de coleta foram usados os
dados encontrados em Borba et al. (2014), GBIF (https://www.gbif.org/) e Flora do Brasil
(http://floradobrasil.jbrj.gov.br/), além da indicacdo de funcionarios do parque sobre
possiveis localidades em que haviam visualizado a espécie. Foram feitas incursdes em campo
(marco 2018 e 2019) no Parque Nacional do Capara6 a fim de se delimitar de maneira mais
precisa os limites da distribuicido da populagdo. Os pontos para andlise foram
georreferenciados usando GPS. Foram feitos transectos, e marcados e numerados todos os
individuos encontrados, sendo que individuos com menos de 2 metros de distancia foram

considerados como um unico ponto.

Tratamento e escolha das camadas ambientais

Para a modelagem foram selecionadas 3 varidveis ambientais do WorldClim
(https://www.worldclim.org/), sendo elas: a precipitacdo, a temperatura maxima e a
temperatura minima do més de marco do ano de 2010 a 2018 como parametros preditivos,
uma vez que essas variaveis estdo temporalmente mais bem relacionadas com as coletas
realizadas em campo, gerando uma melhor relagdo entre as varidveis ambientais € os pontos
de ocorréncia para a analise.

Também foi utilizado um Indice de Vegetagdo da Diferenca Normalizada (NDVI-
Normalized Difference Vegetation Index) gerado através de imagens de satélite (Land Sat
8), retiradas da biblioteca do INPE (http://www.dgi.inpe.br/CDSR/). Foram utilizadas
imagens do periodo mais proximo possivel do més e ano de amostragem em campo
(03/2018), com o objetivo de se ter uma variavel que representasse de maneira mais precisa
o estado da vegetagdao no campo. O relevo acidentado origina solos rasos e forma um mosaico
de micro-habitats com condi¢des distintas do contexto do entorno, fazendo com que o indice

de vegetacdo seja considerado um bom preditor. Todos os mapas foram reamostrados para

2

escala de 30 m“ pois as amostras coletadas em campo apresentavam alta precisdo espacial.


http://www.gbif.org/)
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/)
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/)
http://www.worldclim.org/)
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Assim as varidveis foram preparadas com pixels de 30 m?

por ser a melhor alternativa
de escala, uma vez que a espécie ocorre em uma area bastante restrita. Foram aplicadas
analises de componentes principais (PCA) com todas as varidveis ambientais (Thuiller 2004;
Araujo et al. 2006) para remover a correlagdo entre as variaveis e reduzir a chance de

sobreparametrizagdo e sobrajuste.

Escolha dos algoritmos de modelagem

Com um pequeno niumero de amostras, como o de estudos de espécies ameacadas ou de area
de ocorréncia restrita, modelos mais simples sao desejaveis. Considerando que o resultado
preditivo da modelagem pode ser influenciado pela natureza do algoritmo utilizado (Thuiller
2004), representando uma fonte de incerteza, optou-se por usar uma abordagem pluralista.
Assim, foram testados diferentes algoritmos, com o proposito de buscar um consenso
daqueles com maior qualidade preditiva (Thuiller 2004). Para isto, foram testados cinco
algoritmos muito utilizados na atualidade para modelar a distribui¢do da espécie, sendo eles:
Modelo Linear Generalizado (GLM) (Guisan et al. 2002; Dobson & Barnett 2008), Anélise
Discriminante Flexivel (FDA) (Hastie et al. 1994), Floresta Aleatoria (RF) (Breiman 2003),
Maxima Entropia (Maxent) (Phillips et al. 2006) e Support Vector Machine (SVM) (Boser
et al. 1992). Os algoritmos foram selecionados por utilizarem apenas dados de presenca e
apresentarem bons resultados com baixo nimero de pontos de ocorréncia (Wisz et al. 2008).
O uso de todos esses procedimentos deve ser considerado, ndo sé para garantir a utilidade
desses modelos em uma abordagem conservacionista, mas também para uma melhor
comparagdo dos resultados, garantindo a robustez das conclusdes atingidas. Os modelos

foram gerados utilizando-se o software BioDinamica (Oliveira et al. 2019).

Avaliacdo dos modelos gerados

Os dados foram subdivididos em dois grupos: uma parte composta por 70% dos dados para a
calibracao (treino) dos ajustes e os 30% restantes para a avaliacdo (teste) dos ajustes,
conforme sugerido por Thuiller (2003). Os métodos adotados para avaliar os modelos
gerados foram: area sob a curva (AUC), obtida através da curva ROC, acuracia, sensibilidade,
especificidade, Kappa e TSS.

A acuracia ¢ a razao entre a soma de verdadeiros positivos e verdadeiros negativos
(A+D), e a area total utilizada na criacao dos modelos (no caso, em pixels). Ela representa o

grau de acerto do modelo, e serve como avaliacdo da verossimilhanga do mesmo. Podemos
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considerar a sensibilidade como uma medida que descreve a probabilidade de um pixel de
ocorréncia verdadeira ser corretamente classificado como uma ocorréncia. A especificidade ¢
a probabilidade de um pixel onde a espécie ndo esta presente ser corretamente classificado
como uma auséncia (Segurado & Araujo 2004; Fielding & Bell 1997). A AUC ¢ a area sob
uma curva ROC. Essa curva ¢ obtida quando representamos graficamente a sensibilidade no
eixo y e 1- especificidade no eixo x (Fielding & Bell 1997). Ela ¢ um indicador direto da
capacidade discriminatéria do modelo e ¢ interpretada diretamente como a probabilidade do
modelo de, dado um ponto de verdadeira presenga ¢ um ponto de verdadeira auséncia, o
modelo classifica-los corretamente (Phillips et al. 2006). A estatistica Kappa também ¢é obtida
através da andlise da matriz de confusdo. Este indice € interessante pois mede o desempenho
de modelos de distribuicdo de espécies fazendo uso de todas as informagdes contidas na
matriz de confusdo (Fielding & Bell 1997) e indica o grau de concordancia do modelo com a
realidade. Infelizmente, Kappa ¢ sabidamente sensivel a prevaléncia, ou seja, o nimero de
pontos de presenga por area. O True Skill Statistics (TSS) foi desenvolvido por Allouche et
al. (2006). Sua proposta foi criar um método de avaliagdo de modelos que ndo sofresse
influéncia da prevaléncia e do nimero de pontos utilizados para gerar os modelos analisados,

mantendo ainda as vantagens do método anterior.
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3 RESULTADOS

Biologia reprodutiva

Fenologia e biologia floral

Os individuos de C. lutzii possuem oOrgdos epigeos apenas em parte do ano, iniciando a
producao de folhas (trés a quatro por individuo) e inflorescéncia durante o verao. Sua floragao
ocorre no final de fevereiro, se estendendo até o final de marco, no final da esta¢dao chuvosa.
O desenvolvimento dos seus frutos ¢ relativamente rapido, ¢ a sua maturagdo leva
aproximadamente 50 dias apds a poliniza¢do, com a deiscéncia no decorrer dos meses de
abril a maio. Durante o inverno, o ambiente se encontra mais seco € ocorre a senescéncia das
partes aéreas dos individuos, que sobrevivem devido ao seu sistema hipégeo de um pequeno
rizoma e raizes de reserva, dando origem a um novo crescimento vegetativo na proxima
estacao chuvosa.

As inflorescéncias racemosas de C. [lutzii possuem cerca de 20 a 40 cm de altura, e
produzem em média 8,71 + 2,89 (4-15) flores (n=55) (Fig. 3C-D). A antese floral ¢ diurna,
com a abertura de uma a duas flores por inflorescéncia a cada dia. A abertura completa das
flores dura cerca de 24 horas, comecando no inicio da manha e se estendendo até o inicio da
manha do dia seguinte, quando as pegas florais completamente abertas distendidas. Quando
ndo polinizadas, as flores permanecem abertas e receptivas durante aproximadamente 15
dias, de forma que frequentemente ocorrem vérias flores disponiveis concomitantemente em
uma inflorescéncia (Fig. 3D-E).

Aqui ¢ apresentada uma caracterizagdo simplificada da morfologia floral de C. lutzii,
evidenciando as caracteristicas mais relevantes associadas a polinizacdo; veja Borba et al.
(2014) para uma descri¢ao detalhada da complexa morfologia da espécie. As flores de C.
lutzii possuem cerca de 1,5-2cm de comprimento, de coloragdo amarela e formato tubular
devido as pegas florais eretas, com as pétalas aderidas a sépala dorsal e as margens do labelo
na por¢ao medial aderentes as laterais da coluna (Fig. 3E-F). A sépala dorsal ¢ lanceolada,
com cerca de 15 mm de comprimento e 5 mm de largura, e as sépalas dorsais sdo
obliquamente lanceoladas e cerca de 2-3 mm mais longas e 1 mm mais largas do que a dorsal.
A partir do segundo dia de antese, as sépalas laterais comegam a se tornar patentes. As pétalas
sdo obovo-lanceoladas, falcadas, e um cerca de 1 mm mais curtas e estreitas do que a sépala
dorsal. O labelo ¢ concavo, em formato de barco (Fig. 3G-H), em média com 15 mm de

comprimento e 5-10 mm de largura, glandular em sua face externa; os lobos laterais abracam
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a coluna, com cada lobo possuindo um pequeno 16bulo proximal carnoso de cerca de 1-2
mm, o lobo terminal é aproximadamente orbicular e patente a reflexo (Fig. 3F, H). O labelo
possui uma parede transversal carnosa (trabécula), aproximadamente no final do seu quarto
proximal, que se estende de uma margem a outra, dividindo-o em duas camaras distintas (Fig.
3G). Os nectarios ocorrem internamente nos dois pequenos lobulos laterais da porgao
proximal do labelo (hipoquilo), a qual forma uma cavidade onde o néctar ¢ acumulado (Fig.
3F-G). A trabécula, que possui um conjunto de tricomas na sua parte superior, juntamente
com o apice da coluna, bloqueia o acesso ao nectario, protegendo a flor contra ladroes de
néctar. A coluna possui um canal ventral que permite o acesso seletivo do aparato bucal do
polinizador a cavidade nectarifera.

Suas flores possuem um odor fresco levemente adocicado, com maior intensidade no
decorrer da manha até o meio da tarde (8:00 as 16:00 horas), tornando-se imperceptivel no
periodo noturno. O néctar € viscoso € em pouca quantidade, e sua mensuragdo realizada
durante o horario de maior frequéncia das visitas florais (11hs) apresentou o volume médio

de 6,0 £ 1,6 (3,0-9,0) ul (n=28) e concentracdo média de 31 + 6 (24-41) % (n=28).

Polinizacdo

Bombus brasiliensis (Lepeletier, 1836) (Hymenoptera Apoidea) foi a inica espécie a visitar
as flores de C. lutzii durante o periodo de observagado (55hs), funcionando como polinizadora
efetiva. A frequéncia de visitas foi baixa (n=6), e estas ocorreram do meio da manha ao inicio
da tarde, entre 09:00 e 14:00hs. Houve a remocao do polindrio pelo polinizador em apenas
duas das visitas realizadas e a deposi¢do em apenas uma (com a deposic¢ao total do polinario).
O inseto permanece poucos segundos na flor durante a visita (cerca de 2 a 10s). O polinizador
visitou apenas uma flor por inflorescéncia, em seguida voando para longe das flores
observadas, exceto em uma ocasido na qual logo apds a visita o inseto voou para um
individuo de C. lutzii a poucos metros da inflorescéncia, visitando outra flor e depositando
nela o polindrio. Nenhum polinario foi removido ou depositado nas flores marcadas fora do
periodo de observagao.

Ao se aproximar da flor, esta abelha pousa no lobo terminal do epiquilo do labelo,
agarrando-se nas suas margens com os dois primeiros pares de pernas, usando-o como
plataforma de pouso. Em seguida ela insere a cabeca entre o labelo e a coluna buscando
passagem de seu aparelho bucal para alcangar o néctar, deslocando o labelo para baixo e
inserindo a lingua na cavidade nectarifera (hipoquilo) através do canal formado pela

trabécula e a coluna da flor (Fig. 4A). Este movimento faz com que a abelha encoste sua
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cabeca na antera, com a remog¢ao do polinario ocorrendo quando o inseto recua para alcar
voo da flor, encostando no viscidio que entdo se fixa ao seu rostro. Ao visitar outra flor da
mesma espécie, desta vez com o polinario aderido ao seu rostro, € repetir o mesmo
comportamento, o inseto promove o contato entre as polinias da flor anterior com a cavidade
estigmatica dessa nova flor, promovendo a polinizagio cruzada entre essas. Ao longo de todo
o periodo da manha e inicio ao meio da tarde, B. brasiliensis foi avistado em maior frequéncia
visitando flores de varias outras espécies (principalmente Asteraceae), que ocorrem na area

de estudo e florescem conjuntamente com os individuos de C. lutzii (Fig. 4B)

Sistema reprodutivo

Nao foram formados frutos por agamospermia ou autopolinizacdo espontanea, sendo
necessario o transporte do polindrio por um vetor para ocorréncia da polinizacao e
frutificagdo. O percentual de frutificacdo entre os tratamentos experimentais foi similar,
variando de 50% a 70%, com o maior valor obtido nas autopolinizagdes (Tab. 1). A
viabilidade de sementes por fruto também foi similar entre os tratamentos experimentais,
variando de 71% a 83%, sendo novamente superior nas autopolinizagdes (Tab. 1; Fig. SH).
A analise dos tubos polinicos nos tratamentos realizados em C. lutzii ndo demonstrou
diferencas na morfologia e desenvolvimento destes entre as polinizagdes cruzadas e
autopolinizagdes experimentais. Foi observada uma grande quantidade de graos de polen
aderidos ao estigma (Fig. 5A-B), muitos desses germinando e desenvolvendo tubos polinicos
com aspectos normais. Foi encontrado um nimero elevado de tubos bem desenvolvidos, de
morfologia estreita e regular, com paredes finas e plugs de calose depositados em intervalos
mais ou menos regulares (Fig. SE). Apos 3 dias da polinizagdo, foi possivel observar que os
tubos percorreram toda a extensdo da coluna, dividindo-se em trés feixes ao chegar a porgao
distal do ovario (Fig. 5C). Nas amostras fixadas 7 dias ap0s a polinizagao, os feixes de tubos
haviam percorrido entre 1\2 e 3\5 da por¢ao distal do ovario (Fig. 5D-F), podendo-se observar
alguns poucos deles penetrando os 6vulos (Fig. 5G). Apds 11 dias das polinizacdes os feixes
de tubos polinicos penetraram por todo o ovario, chegando até a sua base, sendo observado
um elevado numero de fertilizagdes dos dvulos ja completamente desenvolvidos. Nos frutos
maduros ainda foi possivel visualizar o desenvolvimento normal dos tubos polinicos

divididos nos 3 feixes, com cada um deles percorrendo uma regiao placentaria.
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Biogeografia

Amostragem em campo

Durante as incursdes ao Parque Nacional do Caparad foram encontradas novas areas de
ocorréncia de C. lutzii, com diversos individuos espalhados em locais de elevada altitude nas
trilhas e entornos do Pico do Cristal e Pico do Calgado, sendo amostrados 544 pontos de
ocorréncia (Fig. 2). A amostragem dos pontos de ocorréncia realizada em campo revelou
individuos encontrados em uma altitude minima de 2.447 m. Porém, esses poucos individuos
sdo encontrados de maneira isolada e os locais de ampla ocorréncia surgem acima de 2.600
m, onde € possivel encontrar os individuos ocorrendo de maneira agregada, com um elevado
numero de plantas em um pequeno espago nas fendas rochosas contendo solo. Dos individuos
amostrados, 5,2% se encontram abaixo de 2.600 m alt., 18% entre 2600 ¢ 2700 m alt., 37,2%
entre 2701 e 2800 m alt. e 39,6% ocorrendo acima de 2.800 m alt., com a maior altitude
amostrada para individuos da espécie a 2.875 m, a poucos metros do cume do Pico da

Bandeira.

Modelagem de Distribuicdo de Espécies

Dos cinco algoritmos testados, somente 0 SVM se mostrou capaz de produzir modelos a
partir das amostras, esse algoritmo funciona bem com conjuntos de dados menores e dados
mais agregados espacialmente. Ainda assim os valores gerados pelo modelo devem ser
analisados de maneira critica, uma vez que os pontos de ocorréncia da espécie sdo altamente
agregados e podem gerar algumas distor¢des.

A proporcao de acertos de presenga apresentou um valor de aproximadamente 0,8, o
que demonstra uma alta propor¢do de acerto, o que implica em uma robustez relativamente
alta do modelo. A espécie se mostra altamente restrita com todas as areas de adequabilidade
relevantes, com valor de adequabilidade acima de 0,8 ocorrendo em locais de elevada altitude
restritas ao territorio da unidade de conservagao (Fig. 6). Essa area ¢ relativamente maior do
que o mostrado na amostragem em campo. Além disso, destacam-se somente algumas
pequenas areas de maior adequabilidade em Minas Gerais (20°9'11"S, 43°36'43"0 e
20°42'55"S, 42°26'51"0), onde situam-se a Serra da Gandarela e a Serra do Brigadeiro,
respectivamente (Fig 6). Essas regides encontram-se a dezenas de quildmetros ao leste do
Parque, com elevada altitude (<1.800 m) e presenca de campos de altitude com algum grau
de similaridade e valores de adequabilidade de até 0,4, representando uma pequena

possibilidade de ocorréncia para a espécie.



Tabela 1. Frutificagdo e viabilidade de sementes em diferentes tratamentos de

polinizagdes experimentais em duas populagdes de Cotylolabium lutzii, no Parque

Nacional do Caparad

Tratamento Flores (n)  Frutificacdo (%) Viabilidade de sementes
Autopolinizacao 10 70% 82,63%
Cruzada (total) 30 60% 74,54%
Intrapopulacional 10 50% 74,64%
Bandeira x Cristal 10 60% 71,04%
Cristal x Bandeira 10 70% 77,94%
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SPIRANTHINAE

OUTGROUPS

Fig. 1 Cladogramas extraidos de Borba et al. (2014), mostrando as relacdes filogenéticas em

Spiranthinae inferidas por analises de maxima parciménia (MP) e maxima verossimilhanga

(ML) de sequéncias de DNA nucleares combinadas (ITS) e plastidios (matK — trnK, trnL —

trnF). A posicdo de Cotylolabium lutzii ¢ marcada por um asterisco (*) e destacado em

amarelo. Géneros contendo espécies factualmente ou provavelmente ornitdfilas sdo

destacados em vermelho (ndo necessariamente a espécie em questdo). Veja detalhes em

Borba et al. (2014) (https://doi.org/10.1111/b0j.12136)
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Pico da Bandeira 2891m
Pico do Cristal 2.769m

Pico do Calcado 2.766m
Pedra Roxa 2.649m

Pico do tesouro 2.620m
Pico Cruz do Negro 2.658m
Pico do Tesourinho 2.584m
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Fig. 2 Imagem de satélite com vista geral do Parque Nacional do Caparao, indicando os
pontos deocorréncia de C. lutzzi amostrados durante o estudo. Também estdo representados os

picos de maior altitude dentro da unidade de conservagao.
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Fig. 3 A- Vista geral da regido de ocorréncia das populag¢des de Cotylolabium lutzii no Parque
Nacional do Capara6, evidenciando a vegetacao predominantemente campestre e, ao fundo,
o Pico do Cristal; B- Formacao de campo rupestre no local de ocorréncia da populacao do
Pico da Bandeira; C-F, H- Individuos (C), inflorescéncia e flores (E-F, H) de C. lutzii; E-

Vista frontal da flor, com a seta preta indicando o lobo terminal patente/reflexo do labelo e a
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seta vermelha a entrada do tubo floral; F- Vista lateral da flor com a sépala lateral removida,
indicando um dos l6bulos carnosos onde se localizam os nectarios (seta); G- Vista a partir da
base do labelo, com a seta preta indicando a trabécula, as vermelhas indicando o epiquilo
(superior) e o hipoquilo (inferior), e a azul o nectario, H- Flor com sépalas e pétalas

removidas, indicando o viscidio do rostelo no apice da coluna



30

Fig. 4 A- Montagem de individuo de Bombus brasiliensis em flor de C. lutzii cortada
longitudinalmente, demonstrando a interagdo entre o polinizador e a flor. O inseto,
ligeiramente maior do que a flor, forca a entrada na cavidade da flor, passando a glossa entre
a trabécula e a coluna; B- Bombus brasiliiensis visitando inflorescéncia de Asteraceae junto

a populacao de C. [utzii



31

Fig. 5 Flores polinizadas de C. [utzii em microscopia de epifluorescéncia, utilizando filtro
UV (exceto em B); A- Polinario aderido ao estigma, mostrando graos de polen germinados e
tubos polinicos em desenvolvimento (autopolinizacao, 3 dias apos polinizagdo-DAP); B-
Mesmo de A, sob filtro WG evidenciando os graos de polen e o polinario; C- Feixe de tubos
polinicos dividindo-se em trés feixes ao penetrar na por¢do distal do ovario (polinizagdo

cruzada 7 DAP); D- Feixe de tubos polinicos crescendo ao longo do ovario, apresentando
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morfologia estreita e regular, com paredes finas e plugs de calose normais em intervalos mais
ou menos regulares (polinizacdo cruzada 7 DAP); E- Tubo polinico com desenvolvimento
normal e plug de calose em destaque (seta) (polinizagdo cruzada 7 DAP); F- Detalhe
mostrando 6vulos completamente desenvolvidos com tubos polinicos na regido; G- Ovulos
fecundados, evidenciando penetragdo do tubo polinico na micrdpila (seta) (autopolinizacao

11 DAP)



A

pontosocorrencia
—— Limites ParnaCaparad
Valores de AUC

Fig. 6 Adequabilidade modelada por SVM para C. lutzii, areas de maior adequabilidade
(em vermelho) se concentram dentro do territério do Parque Nacional do Capara6 (limites
do Parque representado por uma linha preta continua) nas areas do entorno dos picos de
maior altitude da unidade de conservagao (Pico da Bandeira, Pico do Cristal e Pico do
Calgado, Pedra Roxa, Pico do Cruz do Negro). Areas fora dos limites do Parque em azul

com valores de adequabilidade proximos ao zero

33



34

4 DISCUSSAO

Biologia floral

A comprovagdo da melitofilia em Cotylolabium lutzii, através da polinizagdo por
Bombus brasiliensis, o posicionamento filogenético do género e a difusdo desta sindrome de
polinizacdo em todos os demais clados de Spiranthinae indicam que esta ¢ uma condigdo
ancestral na subtribo (Borba et al. 2014; Salazar et al. 2018). Desta forma, todas as demais
sindromes de polinizagdo, notadamente a ornitofilia (Singer & Sazima 2000; Salazar et al.
2011) e psicofilia (e.g., Singer 2002; Pansarin & Ferreira 2015), sdo derivadas e surgiram
independentemente varias vezes no grupo, especialmente a polinizagdo por beija-flores
(Salazar et al. 2011, 2018). Apesar de podermos definirmos com razoavel grau de certeza a
ancestralidade da melitofilia em Spiranthinae, ¢ dificil determinarmos se esta ¢ uma
simplesiomorfia ou sinapomorfia na subtribo, dado a0 muito pouco conhecimento (¢ o pouco
que pode ser inferido) sobre a biologia floral das Cranichidinae e Discyphinae, linhagem que
constitui o grupo irmdo das Spiranthinae, bem como de Manniellinae, ancestral do clado
composto pelas trés subtribos (Salazar et al. 2014; Chase et al. 2015)

Apesar de Borba et al. (2014) terem sugerido a possibilidade da polinizacdo por
abelhas em C. [utzii, esta comprovacdo ndo deixou de ser uma surpresa, € inclusive
trabalhamos incialmente com a hipotese de ornitofilia na espécie. Borba et al. (2014)
destacaram a presenca de alguns caracteres aparentemente mais associados a ornitofilia (e.g.,
formato tubular do perianto sem plataforma de pouso bem definida e rostelo longo e afilado)
do que a melitofilia, e a coloragdo do perianto foi considerada uma ambigua, apesar de mais
indicativa de ornitofilia nesta subtribo (como observado em Svenkoeltzia congestiflora;
Salazar et al. 2011, 2018). Assim, a presenca e as caracteristicas do odor foram determinantes
para sugestdo de melitofilia feita por aqueles autores (Borba et al. 2014; E.L. Borba,
comunicacao pessoal). Essa dualidade de caracteristicas poderia ser considerada como uma
possivel pré-adaptacdo (exaptagdo) que permitiria a adaptacao a novos tipos de polinizadores,
e pode ser interpretada como um reflexo da labilidade das sindromes de polinizacdo na
subtribo, ajudando a explicar a aparente tendéncia evolutiva da mudanga da melitofilia para
outros grupos de polinizadores, em especial a ornitofilia.

O remanescente longo e afilado do rostelo presente em C. lutzii (veja Fig. 1J em Borba et
al. 2014) foi utilizado como caracteristica morfoldgica importante na delimitagdo de grupos

em Spiranthinae, tais como o género anteriormente polifilético Stenorrhynchos s.l., que
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agrupou varias espécies com caracteristicas morfoldgicas ornitofilas (Salazar et al. 2018).
Esta caracteristica também ¢ observada em outros géneros ornitdfilos da subtribo, tais como
Dichromanthus, Svenkoeltzia e Coccineorchis (Salazar et al. 2011). Talvez por isto tenha
ocorrido uma associacao desta caracteristica morfoldgica do rostelo com a polinizagdo por aves
(Salazar et al. 2011), que pode ser na verdade apenas uma correlacdo indireta, estando ela
mais associada ao local de deposi¢ao do polinario em polinizadores de maior tamanho (bicos
de beija-flores e cabeca de grandes espécies de Bombus x abelhas pequenas/médias e
lepidopteras). Catling (1983) notou diferengas no viscidio de espécies de Spiranthes
polinizadas por Bombus, que sdo comparativamente mais longos e rigidos do que nas espécies
polinizadas por abelhas menores (Halictidae). Em Pelexia oestrifera, especie de Spiranthinae
polinizada por Bombus atratus, espécie pouco menor do que B. brasiliensis, género de
Spiranthinae que possui com morfologia bastante distinta do rostelo, o polinério ¢ depositado
nas partes bucais do polinizador (Singer & Sazima 1999), em contraste com a deposi¢do no
rostro da abelha em C. [utzii.

A convergéncia de caracteres florais especificos de varios clados distintos para a
polinizacdo por grupos de polinizadores especificos em Spiranthinae parece ser adaptativa e
assimétrica, porém ndo podemos concluir de forma leviana que todas essas transi¢des sdo
decorrentes da sele¢do adaptativa direta a um novo polinizador, e cada caso deve ser avaliado
de forma independente para considerar o papel de outros fatores evolutivos, como a deriva
genética e efeitos pleiotropicos dessas transicdes em cada caso (Rausher 2008). Apesar da
grande convergéncia dessas adaptagdes em varios clados distintos ser uma evidéncia robusta
de que essas transi¢des sao, pelo menos em sua maioria, guiadas por sele¢dao adaptativa a um
novo polinizador, em especial a ornitofilia, e ¢ uma tendéncia evolutiva em Spiranthinae
assim como ja foi relatado para diversos outros grupos, em varias familias de angiospermas
(Rausher 2008).

Essas mudangas nos caracteres florais em Spiranthinae parecem ser simples de
ocorrer em um contexto evolutivo, e ao que tudo indica pequenas modificagdes em alguns
caracteres florais especificos como a morfologia do rostelo, a emissao ou nao de fragrancias,
o volume ¢ a concentracdo do néctar, o horario da antese e o tamanho das estruturas florais,
juntamente com a transicdo na coloragdo da corola, promovem essas mudangas de
polinizadores e provavelmente estdo relacionadas a simples mudangas em poucos genes.
Mas, sdo necessarios estudos que demonstrem os passos moleculares dessas mudangas de
caracteres (Thomson & Wilson 2008). Isto permitiria entender se esse conjunto de mudangas

seguem uma mesma sequéncia especifica dentro de cada linhagem e entre as diferentes
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linhagens, e quais caracteres sdo os primeiros a modificar guiando a evolu¢do na mudanca
das sindromes de polinizagdo. Assim como determinar se as mudangas de sindrome seguem
0s mesmos passos ou se cada caso tem uma sequéncia de mudanca especifica com diferentes
caminhos levando a um mesmo resultado (conversdao para uma mesma sindrome) (Thomson

& Wilson 2008).

Essas mudancas de sindromes parecem seguir um padrdo unidirecional em
Spiranthinae, sendo rarissimos os casos da reversdo de ornitofilia ou psicofilia/fanelofilia
para melitofilia dentro da subtribo, como observado em Dichromanthus michuacanus
(Salazar et al. 2011, 2018). Porém, ¢ necessario um maior entendimento dos processos que
controlam essas transicdes a nivel molecular, como muta¢cdes e rotas metabodlicas, que
indiquem se a reversibilidade ¢ um processo mais complexo, que dependa de mais passos do
que a transicdo melitofilia-ornitofilia o que explicaria essa tendéncia ou se ela se deve a
fatores puramente ecoldgicos (Thomson & Wilson 2008). Mas, para tal, sdo necessdrios ainda
muito mais estudos sobre a biologia da polinizacdo em Spiranthinae, abordando géneros e
até¢ mesmo clados ainda ndo estudados, para uma visdo mais precisa e global da distribui¢ao,
frequéncia e variagdes das sindromes de polinizac¢do, juntamente com a comparagao entre as
estruturas florais relacionadas a polinizagdo em espécies filogeneticamente proximas que
possuem polinizadores diferentes. Aparentemente este ¢ o caso do género Skeptrosthachys,
dentro do qual pode ter havido retorno a condi¢do melitofila dentro de um clado ornitofilo.
Também sugerimos o estudo da biologia da polinizacdo no clado Lankesterela\Eurystyles,
que ainda ¢ uma lacuna no conhecimento da subtribo.

A pequena area de ocorréncia de C. [lutzii, e consequentemente o relativamente baixo
numero de individuos, implica na necessidade de se estudar a diversidade genética da espécie,
o grau de heterozigozidade e o fluxo génico entre as possiveis populacdes (caso sejam
encontradas novas populagdes, como indicado pela existéncia potencial dessas pelos nossos
modelos).

De acordo com o que tem sido observado predominantemente em Spiranthinae, os
resultados C. [utzii corroboram com a hipdtese de que a autocompatibilidade ¢ a condigao
ancestral na subtribo, ocorrendo a mudancga desse padrao em alguns clados derivados com a
presenga de autoincompatibilidade e agamospermia (Catling 1982, 1987; Catling & Catling
1991; Salazar 2003; Salazar et al. 2018). A autogamia (autopolinizacdo automatica) em
Spiranthinae ocorre em alguns clados mais derivados e foi associada a diferentes graus de

estreitamento rostelar. Nesses casos, a secre¢do estigmatica contacta passivamente as
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polinias.

Apesar do baixo nimero de visitas observadas em C. [utzii, condi¢do que ¢ geralmente
associada ao engodo do polinizador, ou seja, flores com caracteristicas melitofilas que nao
possuem néctar e mimetizam caracteristicas gerais de flores polinizadas por abelhas
(Ackerman 1986), as flores de C. lutzii apresentam néctar em quantidade razoavel. Neste
caso, o baixo numero de visitas pode ser explicado por C. lutzii ocorrer juntamente com
diversas espécies de outras familias (principalmente Asteraceae) que florescem em sincronia
com C. Lutzii e que parecem ser mais atrativas ao seu polinizador, provavelmente oferecendo
melhores recursos e possuirem maiores densidades populacionais na area de estudo. Também
devemos considerar os fatores sazonais e compreender que as taxas de visita podem variar
de um ano para o outro, fato que sé pode ser averiguado com observacdes em uma maior
escala temporal, comparando as taxas de visitas em diferentes anos e diferentes populagdes.
Além disto, o fato de a populagdo estudada estar adjacente a trilha que leva diariamente
diversos turistas ao Pico da Bandeira pode ser um sinal de alerta, como previamente
destacado por Borba et al. (2014), especialmente devido a aparente especificidade de
polinizador apresentada por C. [utzii. Esta especificidade ¢ unidirecional, com a abelha
utilizando recursos de varias outras plantas e parece nao depender de C. lutzii para sua
manutengdo ou sobrevivéncia. A necessidade de um vetor para a polinizacdo, juntamente
com a tendéncia comportamental de B. brasiliensis de visitar apenas uma flor por
inflorescéncia em C. [utzii, parece contribuir para aumentar a taxa de polinizagdes cruzadas,

mas pode acarretar baixo sucesso reprodutivo.

Biogeografia e conservacio

Quando se fala de conservacdo, Cotylolabium lutzii claramente representa uma situacio
especial por diversos fatores: quase nada se conhece sobre a fisiologia e ecologia dessa
espécie, com os trabalhos anteriores se limitando ao conhecimento de sua morfologia,
taxonomia e posicionamento filogenético (Garay 1982; Borba et al. 2014), podendo-se
considerar esse trabalho como os primeiros passos no entendimento das interagdes ecologicas
dessa espécie e conhecimento mais refinado da sua distribuigdo. A espécie claramente possui
uma distribui¢do espacial altamente restrita, limitada a algumas areas de alta altitude dentro
do Parque Nacional do Caparad. Com o conhecimento atual, ndo podemos inferir quantas
populacdes dessa espécie podem ser encontradas dentro da UC e qual a quantidade de

individuos dentro dessas populacdes. Pouco se pode inferir também sobre a interagdo entre
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as populagdes, se possuem fluxo génico ou estdo geneticamente isoladas, se elas sdo
geneticamente diversas ou homogéneas. Na realidade, em uma visdo mais conservadora, nao
podemos nem inferir se a espécie esta dividida em populagdes ou se o seu padrao de
ocorréncia representa um continuo com grupos de individuos em menor densidade
conectando os pontos de maior densidade de individuos que representariam as condigdes
otimas dos requisitos fisiologicos da espécie. Nosso modelo tem o papel de guiar novas
coletas de uma maneira mais embasada gerando um conhecimento preciso da distribuicao e
juntamente de ferramentas moleculares compreender a sua dinamica populacional.

A sua distribuicao altamente restrita, apenas em locais de altitude elevada (< 2.400m),
além do padrdo descontinuo desses ambientes como “ilhas de altitude”, demostra a
importancia da conservagao dessa espécie bem como o seu alto risco de extingao. Além disso,
seu posicionamento filogenético peculiar dentro de Spiranthinae ¢ um importante fator a ser
considerado, uma vez que ela ¢ a unica representante de uma linhagem relictual dessa
subtribo, possuindo uma maior distancia filogenética das outras linhagens, o que reflete na
conservacdo de fatores genéticos e morfologicos relictuais inexistentes no restante da
subtribo que podem facilmente desaparecer devido ao seu potencial de extingdo. Nas
proximas décadas o impacto da mudanga climatica antropogénica sobre a perda de
biodiversidade pode superar o causado pela mudanga no uso da terra em algumas regides, o
que pode afetar também essa espécie. Mudangas na fenologia, abundancia populacional,
distribuicdo geografica de espécies e comunidades, que sdo as respostas bidticas mais
provaveis as mudancas ambientais, t€m sido relatadas com bastante frequéncia (Pounds et al.
1999; McCarty 2001; Walther 2003; Walther et al. 2002; Wilson et al. 2005; Franco et al.
2006; Parmesan 2006; Thomas et al. 2006)

Nosso modelo de distribuigdo sugere outras areas de potencial ocorréncia para C.
lutzii. Entretanto, a espécie possui a maior porcentagem dos seus individuos ja amostrados
em uma das trilhas de maior movimentacdo do Parque, onde existe grandes chances de
pisoteio dos seus individuos pelos visitantes e compactacao do solo. O estudo aponta outros
pontos de ocorréncia em areas de menor impacto antropico (veja Fig. 6), como o Pico do
Cristal, que ¢ de acesso mais dificil e recebe menos visitas, e que teoricamente serviria como
um refugio permitindo a manutencao da populacdao. Além disso, a espécie parece ndo atrair
coletores ilegais, diferentemente de outras espécies de Orchidaceae. Uma vez que seus
individuos sdo pouco visiveis por consideravel parte do ano por possuir habito criptico,

descartando suas partes aéreas fora do seu periodo reprodutivo, acreditamos que essa
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caracteristica lhe garante uma maior protecdo. No entanto, ndo mensuramos o efeito do
pisoteio do substrato em que se encontram enterradas as partes subterrdneas de seus
individuos.

Além disso a espécie pode apresentar dificuldades de conservacio ex-situ, devido a
dependéncia de fatores muito especificos, como elevada altitude, o que destaca ainda mais a
necessidade de sua preservacdo e do conhecimento mais preciso de suas areas de ocorréncia.
E importante entender o efeito de mudangas climaticas em espécies montanas de curta
distribuicao e se faz necessaria a projecao da sua distribui¢ao para possiveis cenarios futuros.
Se fazem importantes novas incursdes de validagdo do modelo e refinamento do
conhecimento da distribuicdo de C. [utzii. A modelagem de distribuigdo preditiva ¢ um
importante mecanismo de auxilio, especialmente na auséncia de uma quantidade maior de
dados sobre a espécie ou na urgéncia para a tomada de decisdes, mas deve ser utilizada como
um meio e ndo um fim em si. O proposito deve ser mais focado na aquisicdo de mais
informagdo sobre a ocorréncia da espécie para que outras técnicas mais robustas também
possam ser aplicadas (como o conhecimento do pool génico e fluxo genético entre
populagdes). A partir dos resultados do nosso modelo sugerimos que novas coletas sejam
feitas em 4reas cuja espécie ainda ndo foi encontrada dentro da UC, focando os esforcos nas
areas acima de 2.400m e nos entornos do Pico Cruz do Negro, Pedra Roxa, Pico do Tesouro
e Pico do Tesourinho com o recolhimento de material genético de individuos encontrados
nessas novas areas.

Os modelos sdo capazes de projetar simulagdes da distribuicao das espécies no espago
geografico, mas ndo oferecem uma descricdo do nicho das espécies, pois, embora haja
disponibilidade de dados relacionados com condi¢des ambientais, os dados sobre interagdes
ainda sdo escassos ou de dificil interpretacdo. Como resultado, a maioria dos exemplos na
literatura tem utilizado apenas as varidveis abidticas em suas analises e, assim, a modelagem
deve ser considerada como modelagem de distribui¢do e nao de nicho (Aratjo & Guisan
2006; Jiménez-Valverde et al. 2008; Phillips 2008; Elith & Leathwick 2009). Em duas
revisoes sobre modelagem preditiva de distribuicdo de espécies (Elith & Leathwick 2009;
Soberon & Nakamura 2009), os autores sugeriram que entre os desafios ainda existentes para
a modelagem esté a inclusdo de interacdes bidticas em seu processo. Levando esses fatos em
consideragdo, acreditamos que seria de grande importancia adicionar interacdes ecologicas
em andlises futuras de C. lutzii a fim de se refinar o modelo e gerar predi¢cdes mais precisas
para cendrios futuros. Como C. lutzii tem registro de apenas uma espécie (Bombus

brasiliensis) funcionando como sua polinizadora, a distribuicdo do polinizador como
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parametro preditivo pode ser util para novos modelos mais precisos para diferentes cendrios
futuros.

Respostas individualistas restringidas pela fisiologia e habilidades de dispersdo
podem interromper as interacdes bioldgicas promovendo rearranjos Dbidticos e,
eventualmente, extingdes. Espera-se que as espécies endémicas de pequenas areas,
especialmente em altas latitudes e altitudes, sejam mais sensiveis as mudangas climaticas e
sejam as primeiras a se extinguir (Parmesan 2006; Schwartzet al. 2006). Estratégias de
conservagdo particularmente em dreas montanhosas tropicais precisam considerar a
representacdo das espécies e questdes ecologicas para antecipar cendrios futuros em escalas
locais e regionais para garantir agora a eficacia a longo prazo das areas protegidas. Apesar
das limitagdes e incertezas, os modelos produzidos podem ser projegdes Uteis para
compreender o futuro dos campos de altitude.

As cadeias de montanhas tropicais sdo reconhecidas como grandes centros de
endemismo e importantes refigios para espécies sob as mudancas climaticas
(Klorvuttimontara et al. 2011). Espécies com baixa capacidade de dispersao restritas a areas
estreitas em regides anteriormente estaveis podem ser seriamente ameagadas por mudancas
climaticas rapidas (Sandel et al. 2011), o que pode ocorrer com C. [utzii. Disjungdes
representam uma barreira forte que provavelmente impede a maioria das espécies endémicas
de migrar entre as duas areas (Bitencourt & Rapini 2013; Harley 1988; Rapini et al. 2008), e
o ambiente onde C. [utzii ocorre pode ser visto como um sistema semelhante a um
arquipélago composto por cumes de montanhas cercados por planicies. Esta situacdo
geografica geral apresenta um alto risco de extingdo para a biodiversidade Unica da area de
endemismo dos Campos de Altitude da Serra da Mantiqueira que parecem estar seriamente
ameacadas quando se leva em consideracdo os trés componentes de vulnerabilidade
apontados por Dawson et al. (2011): as espécies serdao expostas a uma grande reducio de
habitat; elas serdo sensiveis a esta perda devido a alta especializagdo; e ndo serdo capazes de
se adaptar ou migrar rapidamente, uma vez que a maioria das linhagens sdo caracterizadas
por conservadorismo filogenético e baixa capacidade de dispersao. Para alguns grupos, esse
ambiente parece representar um museu de plantas (Bitencourt & Rapini 2013) e, para alguns

grupos de plantas, abriga uma diversidade filogenética altamente exclusiva.
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