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RESUMO

MACIEL, A. A. 2016. A baixa frutificacdo natural e os mecanismos envolvidos na
reproducdo de orquideas polinizadas por engano. Dissertacdo de Mestrado em Ecologia e
Conservacao de Recursos Naturais. UFU. Uberlandia-MG. 47p.

A polinizagdo por engodo e caracterizada quando o polinizador realiza a transferéncia de
polen sem receber nenhuma recompensa. Essa interacdo antagonistica esta presente em 7500
espécies de angiospermas e possui uma consideravel estabilidade evolutiva. Como
consequéncia do engano e da capacidade de aprendizagem dos polinizadores, essas plantas
apresentam baixas taxas reprodutivas e algumas desenvolveram mecanismos auxiliares de
reproducdo. Neste trabalho objetivou-se descrever a biologia reprodutiva de duas espécies
sem recursos florais, bem como avaliar a existéncia e importancia de mecanismos autdgamos
na reproducdo dessas espécies. Além disso, avaliou-se em casa de vegetacdo os efeitos da
florivoria e da precipitacdo sobre a longevidade das flores e formagao de frutos. A pesquisa
foi conduzida com Cyrtopodium hatschbachii e C. paludicolum em veredas de Uberlandia,
Minas Gerais, Brazil. Os resultados mostraram que ambas sdo espécies autocompativeis mas
ndo autdégamas, i.e. ndo possuem nenhum mecanismo de reproducdo por apomixia, nem de
autogamia espontanea. As duas espécies estudadas possuem apenas uma espécie de
polinizador, abelhas da tribo Centridini e possuem taxas de frutificacdo natural e sucesso
reprodutivo extremamente baixas. Apenas Cyrtopodium hatschbachii foi capaz de produzir
frutos por autogamia mediada pela chuva, o que compreendeu cerca de 10% dos frutos
formados. Além disso, para esta espécie, foi registrado em casa de vegetacdo que a
precipitacdo e a florivoria reduzem a longevidade das flores. Porém, ao avaliar a interagcdo
entre esses dois fatores, foi possivel verificar um novo mecanismo de poliniza¢do, uma forma
de autogamia mediado pela chuva e potencializado pelo herbivoro floral. Esse fendmeno foi
responsavel pela conversdo de 18,9% das flores em frutos, o que pode ser ainda maior em
condigdes naturais. Isso ressalta a importancia de incluir todos os fatores e interacfes que
podem de alguma forma afetar a reproducdo em estudos que avaliam o sucesso reprodutivo.

Palavras-chave: autopolinizacdo pela chuva, orquidea sem recurso, engodo alimentar
generalizado, seguranca reprodutiva, sistema reprodutivo, florivoria, herbivoria floral,
polinizacdo, Cyrtopodium, Orchidaceae, longevidade floral, chuva.
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ABSTRACT

MACIEL, A. A. 2016. Low natural fruit set and the mechanisms involved in reproduction of
deceptive orchids. Master's Thesis in Ecology and Conservation of Natural Resources. UFU.
Uberlandia-MG. 47p

Deceptive pollination is characterized by the pollen transfer by a pollinator without any
reward This antagonistic interaction is present in 7,500 species of angiosperms and has
considerable evolutionary stability. As a result of deception and learning ability of pollinators,
these plants have low reproductive rates and often present auxiliary mechanisms. This study
aimed to describe the reproductive biology of two rewardless species, and to assess the
existence and importance of autogamous mechanisms in their reproduction. In addition, it
evaluated the effects of florivory and rain fall on the longevity of flowers and fruit set in a
greenhouse experiment. The research was conducted with Cyrtopodium hatschbachii and C.
paludicolum occurring in Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. The results showed that both are
self-fertile and non-autogamous species, i.e. have no mechanism for apomictic reproduction
or spontaneous autogamy. The two had only one species of pollinator bees belonging to the
Centridini tribe and had extremely low fruit set rates and reproductive success. Only
Cyrtopodium hatschbachii was capable of producing fruits after rain-assisted pollination,
which comprised about 10% of the fruits. In addition, for this species it was recorded in a
greenhouse experiment that precipitation and florivory reduced the longevity of flowers.
However, when assessing the interaction between these two effects, we found a new
mechanism of pollination, a form of autogamy mediated by rain and enhanced by floral
herbivory. This phenomenon was responsible for conversion of 18.9% of the flowers into
fruits, which can be even higher under natural conditions. This highlights the importance of
including, in all the factors and interactions that can somehow affect reproduction in studies
evaluating the reproductive sucess of the plants.

Keywords: rain-assisted pollination, orchid nonrewarding, generalized food deception,
reproductive assurance, breeding system, florivory, floral herbivory, pollination,
Cyrtopodium, Orchidaceae, floral longevity, rain.



INTRODUCAO GERAL

A polinizagdo pode ser definida como o ato da transferéncia de células reprodutivas
masculinas ao receptor feminino de outra (ou da mesma) flor da mesma espécie. Esse
processo pode ocorrer basicamente por dois fatores: abioticos, quando a polinizacdo é
realizada pelo vento ou pela agua por exemplo, ou bioticos, quando a transferéncia de polen é
feita por animais tais como insetos, aves ou morcegos. A polinizagdo feita por animais é
responsavel por favorecer cerca de 308.000 espécies de plantas, o que compreende
aproximadamente 87,5% de todas as espécies botanicas descritas, incluindo as espécies
cultivadas pelo homem (RECH et al., 2014). Isso revela a grande importancia dos estudos de
polinizacdo ndo apenas pela Otica economia, mas também pela incalculdvel importancia
ecologica envolvendo essa interacao.

De forma geral, a polinizacdo é reconhecida como uma interacdo mutualistica onde a
planta recebe o beneficio da transferéncia de pdlen ao passo que o polinizador é
recompensado. Todavia, cerca de 7500 espécies de angiospermas, representadas em 33
familias, ndo oferecerem nenhum tipo de recurso aos seus polinizadores, os atraindo por
engano (RENNER, 2006). Nesse tipo de engodo, sdo conhecidas varias vantagens para a
planta, principalmente energética (THAKAR et al., 2003), ao ter o servico de polinizacao
garantido sem ter que pagar por ele com recursos florais como p6len ou néctar. Porém, para
varios parametros reprodutivos essas plantas apresentam valores muito baixos quando
comparadas com plantas que oferecem recursos. Por exemplo, a taxa de frutificacdo natural
das plantas polinizadas por engano é duas vezes menor quando comparadas com as plantas
com recompensas florais (NEILAND & WILCOCK, 1998). Além disso, a frequéncia de
visitas dos polinizadores é muito baixa nas flores de engodo (CALVO, 1990), pois eles
podem aprender a evitar estas flores (GUMBERT & KUNZE, 2001) e com iSSO 0 SUCesso
reprodutivo é reduzido. Com a baixa frequéncia de visitacdo e baixa frutificacdo, espécies
polinizadas por engodo comumente dependem de mecanismo de autogamia, como
autopolinizacao espontanea, mediada ou ndo por fatores bidticos ou abioticos (PANSARIN et
al., 2008a; FAN et al., 2012).

A evolucdo do engodo, principalmente na familia Orchidaceae, € algo que tem sido
bastante investigado. Varias hipoOteses ja foram propostas para explicar a estabilidade
evolutiva dessas interagdes, mas nenhuma hipdtese isoladamente foi capaz de abarcar toda a
complexidade envolvida nesses processos (JERSAKOVA et al., 2006). Segundo a revisdo

desses autores, a hipOtese mais aceita, da promocdo da polinizagdo cruzada, aponta a



abundancia dos polinizadores como um ponto chave. Quando sdo abundantes existe uma
maior qualidade de sementes provenientes da maior eficiéncia de transferéncia de polen da
polinizacdo cruzada e essa condicdo é favorecida. JA quando sdo raros, as vantagens sdo
contrabalancadas pela baixa quantidade de sementes o que pode favorecer o surgimento de
recursos ou mecanismos de autogamia.

O género Cyrtopodium é composto por espécies que ndo oferecem recursos e formam
poucos frutos em condigdes naturais, como consequéncia da baixa visitacdo dos polinizadores
(PEMBERTON & LIU, 2008; PANSARIN et al., 2008a; DUTRA et al., 2009; LIU &
PEMBERTON, 2010). Uma das poucas espécies estudadas do género, C. pollyphyllum, é
capaz assegurar sua reproducdo através de um processo de autogamia facultativa mediada
pela chuva (PANSARIN et al., 2008b). Mas até que ponto as outras espécies do grupo
dependem de polinizadores bidticos ou abioticos para assegurar sua reproducdo ainda requer
mais estudos. Desta forma, conhecer a biologia reprodutiva dessas espécies, bem como
avaliar e comparar a importancia dos polinizadores e dos processos de autogamia pode
auxiliar no entendimento da estabilidade evolutiva das orquideas enganosas. Logo, o objetivo
deste trabalho foi descrever a biologia reprodutiva de duas espécies de Cyrtopodium do
Cerrado e investigar a existéncia e importancia de mecanismos complementares de autogamia
na reproducdo dessas espécies.

A dissertacdo esta organizada em dois capitulos: no primeiro foi investigada a biologia
reprodutiva de duas orquideas polinizadas por engodo e definidos os papéis dos polinizadores
bidticos e abidticos na seguranca reprodutiva das espécies; no segundo foi testado
experimentalmente o efeito da herbivoria floral e da chuva sobre a autogamia numa das

espécies estudadas.



CAPITULO 1

On the low reproductive success of two Cyrtopodium species (Orchidaceae:

Cyrtopodiinae): the relative roles of biotic and abiotic pollination



RESUMO

MACIEL, A. A. 2016. O baixo sucesso reprodutivo de duas espécies de Cyrtopodium
(orchidaceae: cyrtopodiinae): o papel relativo da polinizacédo bidtica e abidtica.

O engano é adotado como estratégia reprodutiva em quase um terco das espécies de
orquideas, com o engano alimentar generalizado sendo o mais comum (=90%). Devido a
limitacdo de polinizagdo, estas espécies sem recursos tendem a apresentar um reduzido
sucesso reprodutivo, quando comparadas com as suas homdlogas com recompensas florais.
Nestes sistemas, as espécies que apresentem auto-compatibilidade seguido por mecanismos
alternativos de autogamia podem compensar eventos de polinizacao cruzada bidticos baixos.
Este é o caso de auto-polinizacdo mediada pela chuva, um mecanismo raro em orquideas.
Neste estudo, foi investigado a biologia reprodutiva de duas espécies congenéricas:
Cyrtopodium hatschbachii e C. paludicolum. Investigou-se se as populag¢des sofrem limitacao
de polinizacdo e / ou depressdo por endogamia, examinando polinizadores, bem como
sucessos masculinos e femininos. Também foi verificado se a polinizagdo mediada pela chuva
ocorrem nestas espécies, determinando o papel relativo dos polinizadores e da chuva no
conjunto global de frutos. Ambas as espécies sdo al6gamas e auto-compativeis. A frutificacdo
natural, no entanto, foi muito baixa, ndo ultrapassando 1,40% durante os trés anos de
observagdes. Este sucesso feminino baixo pode resultar da rara visitacdo de polinizadores
seguido por uma alta especificidade, com ambas as espécies sendo polinizadas por uma Unica
espécie de abelha. Embora autofecundacdo espontdnea ndo ocorrer para qualquer das
especies, verificamos frutos formados pela acdo da chuva em C. hatschbachii. Devido ao
acumulo de &gua, o polinario desliza para o estigma, promovendo a autofecundacdo em
aproximadamente 10% dos frutos. Ao contrario de C. paludicolum, C. hatschbachii néo
apresenta depressao endogamica ou baixa formacéo de sementes de frutos de autopolinizagéo.
Apesar de rara, a polinizacdo pela chuva € relevante pois, frutos oriundos da ac¢do da chuva
podem conferir uma seguraca reprodutiva, especialmente em circunstancias de limitagdo de
polinizadores. Por fim, a estratégia de engano foi confirmada para outras espécies deste
género estudado. Além disso, foi relatado o segundo caso de auto-polinizacdo mediada pela
chuva em Cyrtopodium, sugerindo que esse fenbmeno pode ser mais comum do que
anteriormente previsto.

Palavras-chave: autopolinizacdo pela chuva, orquidea sem recurso, engodo alimentar
generalizado, seguranca reprodutiva, sistema reprodutivo.



ON THE LOW REPRODUCTIVE SUCCESS OF TWO CYRTOPODIUM SPECIES (ORCHIDACEAE: CYRTOPODIINAE): THE

RELATIVE ROLES OF BIOTIC AND ABIOTIC POLLINATION.

Artur Antunes Maciel*; Paulo Eugénio Oliveira?

Programa de Pds-Graduagdo em Ecologia e Conservacdo de Recursos Naturais,
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, Brazil.

2Instituto de Biologia, Universidade Federal de Uberlandia.

Abstract

Deception is adopted as reproductive strategy in nearly one third of orchid species, with
generalized food deception being the most common (=90%). Due to pollination limitation,
these rewardless species tend to exhibit reduced reproductive success when compared with
their rewarding counterparts. In these systems, species that present self-compatibility
followed by alternative mechanisms of autogamy may compensate such low biotic cross-
pollination events. This is the case of rain-assisted self-pollination, a rare mechanism in
orchids. In this study, we investigate the reproductive biology of two terrestrial congener
species: Cyrtopodium hatschbachii and C. paludicolum. We explored if populations suffer
pollination limitation and/or inbreeding depression, examining pollinators as well as male
and female successes. We also ascertain if rain-assisted pollination occur in these species,
determining the relative role of pollinators and rain in the overall fruit set. Both species are
xenogamous and self-compatible. Natural fruit set, however, is quite low, not exceeding
1.40% during three years of observation. This low female success may result from the
reduced frequency of pollinator visitation followed by a high pollinator specificity, with both
species being pollinated by its single specialist bee. Although spontaneous selfing did not
occur for either species, we verified fruits formed by rain action in C. hatschbachii. Due to
water accumulation, pollinarium slips towards the stigma, promoting selfing in
approximately 10% of fruits. Unlike C. paludicolum, C. hatschbachii does not present
inbreeding depression or reduced seed formation after selfing. Rain-assisted fruits may
confer reproductive assurance for this later species, especially under circumstances of

pollinator limitation. Overall, we confirm deception strategy for other species of this



understudied genus. In addition, we report the second case of rain-assisted self-pollination

in Cyrtopodium, suggesting that it may be more widespread than previously though.

Keywords: rain-assisted self-pollination, rewardless orchids, generalized food deception,

reproductive assurance, breeding system

1. Introduction

The huge diversity of orchids has been associated to their intimate and complex
interactions with pollinators, apparently driven by selection for outcrossing (Tremblay, 1992;
Cozzolino and Widmer, 2005). Even though, most orchids set much more flowers than fruits,
especially the rewardless species (Tremblay et al., 2005), which comprise about one-third of
the diversity of this large family (Ackerman, 1986; Nilsson, 1992; Cozzolino and Widmer,
2005). In fact, mean reproductive success of non-rewarding species (20.7%) is nearly half
when compared those offering legitimate reward (37.1%) (Tremblay et al., 2005; see also
Neiland and Wilcock, 1998).

Even lacking edible rewards, most rewardless orchids persist as mimics, exploiting
sensory biases of pollinators through several mechanisms (Jersdkovd et al.,, 2006).
Remarkably, from the 7500 angiosperm species estimated as deceptive, around 6500 are
orchids (Renner, 2006). Pollination by deceit in this family may occur through sexual, brood
site or food mimicries (Jersakova et al., 2006). Generalized food deception (i.e. exploiting
pollinators innate food-foraging behaviour by displaying the general appearance of a
potential food resource without mimicking specific models) is by far the most common
mechanism, occurring in nearly 90% of all deceptive orchids (Ackerman, 1986; Nilsson, 1992;
Jersakova et al., 2006). Paradoxically, while extremely common, food mimic species are the
least efficient in setting fruits (Tremblay et al., 2005).

Cross-pollination in deceptive species is achieved by decreasing visitation period of
pollinators and/or discouraging recurrent visits at the flower or inflorescence levels (Nilsson,
1992; Johnson et al., 2003). On the other hand, given that innate preferences for floral traits
are quickly overruled by learning (Biernaskie et al., 2009), after naive pollinators attempted
to explore a couple food deceptive flowers, they keep visiting only rewarding species and

avoid the non-rewarding (Dafni and Ivri, 1981; Schiestl and Schliiter, 2009). This reduced



pollinator service window may decrease reproductive success of deceptive orchids (Neiland
and Wilcock, 1998; Tremblay et al., 2005). In addition, the low fruit set may be further
reduced if considered that most species do not self-pollinate, and therefore are unable to
reproduce if their specific pollinators are scarce (Tremblay et al., 2005). Under this
framework, in generalized food-deceptive self-compatible species, alternative mechanisms
of inbreeding may be gainful under circumstances of pollinator limitation.

Despite being less effective, some orchid genera are exclusively food-deceptive.
Apparently, this is the case of Cyrtopodium (Catasetinae) (Pemberton and Liu, 2008; Pansarin
et al., 2008a; Dutra et al., 2009; Liu and Pemberton, 2010), which comprises around 50
species distributed throughout the Americas, with the peak of species richness occurring in
Brazil (39 species), especially within the core Cerrado biome (29 species) (Romero-Gonzdlez
et al.,, 2008). However, no species occurring in this diversity centre had its reproductive
biology investigated. Unfortunately, although presenting showy flowers, species of the
genus have never received much attention (Romero-Gonzdlez et al., 2008). To date, only two
species were studied with respect to pollination biology: Cyrtopodium punctatum, from
Florida (Pemberton and Liu, 2008; Dutra et al., 2009) and Cyrtopodium polyphyllum, from
Atlantic rainforest of Brazil (Pansarin et al., 2008a; Liu and Pemberton, 2010).

This latter species presents occasional rain-assisted self-pollination (sensu Pansarin et
al., 2008b), a rare phenomenon in orchids. Rain water on stigma forms a viscous drop
contacting the pollinarium, that slides towards the stigma after the viscous drop shrink due
to evaporation, promoting selfing (Pansarin et al., 2008b). Despite occurring only in a few
flowers, this may be an important strategy assuring fruit set when pollinator visits are scarce
(Pansarin et al., 2008a, b). Notwithstanding, natural history traits of other congeneric species
are simply unknown.

As a first step towards filling this knowledge gap, we investigated the reproductive
biology of two syntopic Cyrtopodium species from the diversity centre of the genus. We
aimed (/) to confirm if these species are rewardless and (i/) to determine their breeding
system, investigating if these populations suffer inbreeding depression. We also (iii)
investigate potential pollinators and pollination limitation, determining plants male and
female successes. Ultimately, we (iv) examine rain-assisted self-pollination as a strategy to

increase fruit set, determining the relative role of pollinators and rain in the overall fruit set.



2. Materials and Methods
2.1. Studied species

Cyrtopodium hatschbachii Pabst and Cyrtopodium paludicolum Hoehne are found in
wet meadows, presenting terrestrial habitat (Romero-Gonzalez et al., 2008). Both species
occur in Brazil Southeast and Midwest, with C. hatschbachii distribution extending to
Paraguay and Argentina while C. paludicolum to Bolivia (Romero-Gonzélez et al., 2008).
Brazilian populations are found in veredas, one of the plant formations of the Cerrado biome
characterized by a dense herb-subshrub dominant stratum, with scattered small trees and

the buriti palm (Mauritia flexuosa L. f.) (Aradjo et al., 2002).

2.2. Studied sites

Fieldwork was carried out between August 2011 and June 2013 in two veredas
located in Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. Data on C. hatschbachii and C. paludicolum
Hoehne were respectively collected in the Clube Caca e Pesca Itorord de Uberlandia (CCPIU)
(189260°S, 48218’W) and in the margins of the MGC-455 road (19203’S, 48221'W) (see vereda
2 in Araujo et al., 2002). For both veredas, climate is seasonal, with warmer rainy and colder
dry seasons (Kottek et al., 2006). Mean annual rainfall is 1474 mm and in the rainy season

(October-March), monthly average is superior to 190 mm (Queiroz and Assuncdo, 2013).

2.3. Floral surveys and reproductive system

For each species, we collected 15 newly opened flowers from different individuals
and dissected then under stereomicroscope searching for any floral reward. We investigated
the breeding system of C. hatschbachii in 2011 and C. paludicolum in 2012. In the field,
individuals with previously bagged buds had their flowers subjected to the following
treatments of controlled pollination (sensu Kearns and Inouye, 1993): 1) self-pollination: the
pollinia were removed and inserted into the stigma of the same flower; 2) cross-pollination:
the pollinia of an individual were inserted in the stigma of other, at least 10m distant; 3)
spontaneous self-pollination: buds were only marked and bagged, without any further
treatment; 4) emasculation: the pollinia were removed, with no posterior manipulation. In C.
hatschbachii, these procedures were applied to 12 flowering plants, using four flowers per
individual for each treatment, totalling 16 flowers per individual. In C. paludicolum, we

surveyed 10 plants, three flowers for each treatment per individual, totalling 12 flowers per



individual. We determined the self-incompatibility index using the ratio between the
percentage of fruits resulting from self-pollination and cross-pollination (ISI sensu Bullock,
1985) and assumed that the species is self-incompatible if the obtained ISI was lower than
0.20.

As a control group, marked flowers on unbagged inflorescences remained exposed to
pollinators in order to estimate rates of fruit formation by natural pollination (open-
pollination). For this purpose, in 2011 and 2012, respectively 33 (1069 flowers) and 31 (1459
flowers) C. hatschbachii individuals had their fruit set rates monitored. For C. paludicolum,
we followed 21 individuals in 2012 (794 flowers) and 2013 (1110 flowers). In these control
groups, we also observed if these species present rain-assisted self-pollination by inspecting
the pollinia deposition process in the stigma, especially after rain. Flowers were considered
pollinated by rain when the entire pollinarium was found in the stigmatic surface. We
considered rain-assisted self-pollination only depositions that successfully formed fruits.

For C. hatschbachii, we estimated seed viability for treatments that originated fruits,
examining six, eight and seven fruits, respectively from self, cross and open-pollination
groups (rain-assisted fruits not included). We applied the tetrazolium test by submitting
seeds from fresh fruits to 1% 2,3,5 triphenyltetrazolium chloride solution, wherein
developed embryos are stained red and rudimentary ones remain unstained (sensu Grabe,
1970). We analysed 200 seeds per fruit and classified then as viable (stained) or non-viable,

and mono or polyembryonic (two or more embryos stained).

2.4. Floral visitors and reproductive success

In order to investigate floral visitors, field observations were carried out during 24
days in September 2012 (C. hatschbachii) and other 24 in March 2013 (C. paludicolum).
During the first two days, observations were performed between 7-18h while in the
following, during the activity peak of visitors (10—14h), totalling 100 hours of observation for
each species. Observations were performed by the same person, at about two meters from
the focal plants. An observation day was performed in one single individual (12 individuals,
two days per individual). After visitation, invertebrates were captured and mounted. We
discriminated pollinators from other visitors by noticing the presence of the pollinia attached
to the back of their heads after visitation. Based on other Cyrtopodium pollination systems,

we did not considered pollinators those visitors with pollinia in other body parts (see
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Pansarin et al., 2008a; Pemberton and Liu, 2008; Liu and Pemberton, 2010). For each visitor,
we recorded its identity, size (sensu Frankie et al., 1983), duration and total number of visits.
Floral visitors were deposited in the LECA (Laboratdrio de Ecologia e Comportamento de
Abelhas), at Universidade Federal de Uberlandia. In order to investigate occurrence of
nocturnal pollination, intact flowers were marked at the end of the day and analysed in the
following morning (10 inflorescences, 10 flowers per inflorescence).

In 2012, reproductive success was investigated by inspecting non-manipulated
flowers at the end of anthesis (15 C. hatschbachii and 31 C. paludicolum individuals). Male
reproductive success was inferred through the ratio between the number of pollinia removal
and the total number of flowers. On the other hand, female reproductive success was
estimated by the number of pollinia depositions on the stigmatic surface in relation to the

number of flowers.

2.5. Statistical analysis

We investigated fruit set differences between treatments that originated fruits (self,
cross and open-pollination [including rain-assisted]; see results) by applying a GLMM
(General Linear Mixed Model) for each species using the package Ime4 (Bates et al., 2014).
Number of flowers and year of collection were treated as random effects. Due to our
unbalanced data, we adjusted a ‘Type II’ sum of squares (Langsrud, 2003) using the package
car (Fox and Weisberg, 2011). Whenever significant results were obtained, we performed
planned comparison through the package multcomp, using the ‘mcp function’ (Hothorn et
al., 2007). Specifically, inbreeding depression was investigated by comparing fruit set rates
between self and cross-pollination while pollinator limitation by comparing cross and open-
pollination groups.

Seed viability differences were investigated through one-way ANOVA, taking self,
cross and open-pollination as treatment levels. We assessed differences between male and
female reproductive successes (log+1 corrected) by fitting a GLMM (General Linear Mixed
Model) for each species treating number of flowers surveyed as random effect. In all
analysis, data distribution was examined by inspecting homogeneity of residual vs. fitted
values plots (Zuur et al., 2009). All analyses were performed in R statistical environment (R

Development Core Team, 2015).
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3. Results

Cyrtopodium hatschbachii and C. paludicolum flower once a year, respectively in
August-October and February-April. Just after or even during flowering, these species began
a new cycle of vegetative growth. Cyrtopodium hatschbachii displayed lilac-pinkish flowers
with obovate petals and sepals and labellum with yellowish center (Fig. 1A). Cyrtopodium
paludicolum showed yellow flowers with obovate petals, ovate—lanceolate sepals undulate
on the margins and labellum with reddish centre (Fig. 1B). Both species presented a three-
lobed labellum with a central callus. In C. hatschbachii, pink spots were mainly found in the
labellum while in C. paludicolum, red spots may occur all over the flower. Both species are
rewardless and present weak fragrance. Each flower present two hard pollinia. Anthesis of
the 4-6 cm flowers began at dawn and flower lifespan was around ten days. Each plant
generally displayed one inflorescence organized in raceme, and flowers began to open from
bottom to top. C. hatschbachii inflorescences presented a mean + SD of 39.5 + 21.03 flowers
(n = 64) while C. paludicolum 45.33 + 24.83 (n = 42).

No fruits were formed after spontaneous self-pollination or emasculation treatments,
indicating that these species require pollinator agents for fruit and seed production (Table
1). Concerning treatments that set fruits, there were significant differences in both species,
C. hatschbachii (x> = 12.41; df = 2; p = 0.002) and C. paludicolum (x>= 29.71; df = 2; p <
0.001). In the first, self and cross-pollination did not differ in fruit set (z = 0.85; p = 0.577)
while cross vs. open-pollination did so (z = 3.15; p = 0.003; Fig. 2A). On the other hand, C.
paludicolum cross-pollination fruit-set differed both from self (z = 2.48; p = 0.025) and open-
pollination (z = 5.45; p < 0.001; Fig. 2B). For both species and in different years, natural fruit
set was low, and did not surpass 1.40% (biotic + rain pollination).

Despite fruits from self-pollination showed lower seed viability proportion than those
from cross and open-pollinations (Table 2), these differences were not significant (F2,15 =
1.96, p = 0.17). In all treatments, seeds with two embryos occurred (Fig. 1C), but they did
not reach 0.25% of total number of seeds.

Both species are sexual, but self-compatible (ISI C. hatschbachii: 0.78; C. paludicolum:
0.61). Although spontaneous selfing did not occur for any species, we verified fruits formed
by rain-assisted self-pollination in C. hatschbachii (Figs. 1D and E), wherein the pollinarium

was found to slid into the stigmatic surface. Rain-assisted fruits were two out of 15 in 2011



12

and two out of 20 in 2012, respectively 13.33% and 10% of overall natural fruit set (see Table
1).

Number of visits was quite low, especially concerning pollinators (Table 3). These
visitors never revisited the same flower and usually left the inflorescence after probing one
or two flowers. Only Epicharis (Epicharis) bicolor had C. hatschbachii pollinia attached to its
body. In C. paludicolum, Centris (ptilotopus) scopipes and Epicharis (Epicharana) flava
removed pollinia. However, this later is probably not a pollinator because pollinia were
found on the lateral part of the thorax, leading to a lower chance of deposition on the stigma
of another flower. The pollination mechanism is quite quick, starting with the bee landing
directly in the labellum, already beneath column. When the wings stop beating, the bee’s
mass forces the labellum articulation downwards, directing the pollinator to a vertical
position. Thereby, the posterior part of the bee’s head is slipped on the viscidium surface,
removing the pollinarium. Immediately after, pollinator leaves the flower with pollinia
attached to its head.

During observations, we noticed that large bodied bees frequently approached
inflorescences, flying around and leaving it without visiting any flower, especially at the end
of flowering season/period. We also observed the occurrence of Trigona spinipes pollen
robbers, especially in C. hatschbachii flowers. In most of these cases, these visitors
consumed floral parts, especially the anther cap and the pollinia. For both species, we did
not record any nocturnal pollination or pollinia removal.

The reproductive success was low for both species. In C. hatschbachii, male success
occurred in only 12.08% (mean + SD: 2.40 + 2.29) of flowers and female in 6.38% (1.27 +
1.49). For C. paludicolum, pollinia removal occurred in 23.34% (2.32 + 2.41) and deposition in
5.68% (0.54 + 0.85). Male reproductive success was higher than female in both, C.
hatschbachii (x*= 5.26; df = 1; p = 0.021; Fig. 2C) and C. paludicolum (x*= 22.45; df = 1; p <
0.001; Fig. 2D).

4. Discussion
Cyrtopodium hatschbachii and C. paludicolum are self-compatible, non-apomictic
species, dependent on biotic pollination, as recorded for C. polyphyllum (Pansarin et al.,

2008a; Liu and Pemberton, 2010) and C. punctatum (Pemberton and Liu, 2008; Dutra et al.,
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2009). Cyrtopodium hatschbachii does not seem to suffer inbreeding depression. On the
other hand, there was a lower fruit-set in C. paludicolum after self-pollination.

Natural fruit set frequency presented a large discrepancy when compared to cross-
pollination, suggesting that these species are strongly pollinator-limited. As species are
rewardless, low fructification occurred due to reduced visitation of pollinators. Fruit-set may
be further hindered by the fact that both species require pollination by relatively specialized
large bees, reducing the number of pollination possibilities. Due to the high degree of orchid
specialization, it was suggested that most species (60-70 %) are assisted by a single
pollinator species (Tremblay et al., 2005). However, generalized food deceptive orchids
usually enhance their reproductive success by attracting and deceiving a guild of available
pollinators (Cozzolino et al., 2004; Cozzolino and Widmer, 2005), being more generalist than
food reward, scent reward and sexually deceptive species (Schiestl and Schliiter, 2009). This
does not appear to be the case of Cyrtopodium, which are species visited by only one (this
study; Liu and Robert Pemberton, 2010) or two bee species (Pansarin et al., 2008a;
Pemberton and Liu, 2008). This reduced pollinator diversity may also contribute to the low
reproductive success of the genus, since bee individuals learn to avoid and do not visit
flowers anymore, leaving the plant without pollinator agents. Even though, based on our
floral observations on pollinator behavior, the few fruits set by biotic pollination are
outcrossed and probably not geitonogamous.

Previously studies report Centridini oil-collecting bees as Cyrtopodium pollinators
(Pansarin et al., 2008a; Pemberton and Liu, 2008; Liu and Pemberton, 2010). These bees try
to obtain oil rewards from the callus of the labellum (Pemberton and Liu, 2008), which
contains osmophores responsible for secreting lipophilous fragrance compounds (Pansarin
et al.,, 2008a). In fact, it was suggested that reproductive success in Cyrtopodium may be
related to the proximity to oil rewarding model plants, pollinated by oil collecting bees
(Pansarin et al., 2008a; Pemberton and Liu, 2008). This may shed some light in the biotic
pollination mechanism of C. hatschbachii and C. paludicolum, which are pollinated by oil
collecting bees, probably in a system influenced by neighboring plant species (Maciel et al.,
in prep.). However, the pollinator behavior is also important in male reproductive success,
since other large bodied bees visited flowers, but were unable to remove the pollinarium.

We recorded one pollinia deposition for each two removals in C. hatschbachii and

one deposition every four removals in C. paludicolum. However, when pollinia deposition
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rates (C. hatschbachii: 6.38%; C. paludicolum: 5.68%) are compared with open pollination
annual average frequency (C. hatschbachii: 1.22%; C. paludicolum: 0.81%), we found that not
every deposition leads to fruit set. This may occur due to the non-optimal rates of
fertilization (see treatments), which are common in the genus (Pansarin et al., 20083;
Pemberton and Liu, 2008; Dutra et al., 2009; but see Liu and Pemberton, 2010) and lead fruit
set frequency to be even more reduced.

Since biotic pollination frequency is extremely low, alternative mechanisms of
increasing fruit set are valuable for the final reproductive output balance. As studied species
are self-compatible, they may reproduce through allogamy and autogamy. Some orchid
species may present autonomous self-pollination as a strategy to increase reproductive
output (Catling, 1990). Although we did not found this mechanism for any studied species,
we report facultative rain-assisted self-pollination in C. hatschbachii. Besides Cyrtopodium,
three other rain-assisted self-pollination mechanisms have been described in Orchidaceae.
In Oeceoclades maculata, rain leads anther cap to fall through physical disturbance, curving
the stipe downwards and contacting the exposed pollinia to the stigma (Gonzalez-Diaz and
Ackerman, 1988; Aguiar et al., 2012). A similar mechanism of anther cap pullout occur in
Acampe rigida, but afterwards raindrops bounce upward the pollinia, which is then pulled
back by the stipes straight to the stigma (Fan et al., 2012). Finally, during flower lifespan of
Liparis loeselii, the anther cap raises due to tissue degeneration, leaving pollen masses
suspended; thereafter, water flow or a droplet gradually shrinking by evaporation deposit
the pollinia into the stigma (Catling, 1980). In Cyrtopodium, rain pollination mechanism
differs from those former examples because anther cap remains, not being removed or
raised. Furthermore, raindrop lets mechanical action do not deposit pollinia in the stigma,
which occurs only mediated by the viscous droplet evaporation, leading the entire
pollinarium to slid down into the stigma (see Pansarin et al., 2008b).

In this study, we found that, although rain pollination was rare in C. hatschbachii
(occurring in 0.16% of all flowers), it was responsible by approximately 10% of annual fruit
set in this species. Unlike C. paludicolum, C. hatschbachii does not present reduced fruit set
when selfed. In addition, seed formation of inbred did not differ from outbred fruits.
Furthermore, C. hatschbachii fruit set under self and cross-pollination treatments were

lower than that of C. paludicolum. Therefore, facultative rain-assisted self-pollination may
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confer reproductive assurance to this pollinator-limited species, especially when considering
that each fruit may contain thousands of viable seeds.

Studied species flowering periods present similar precipitation patterns (Queiroz and
Assuncdo, 2013), but we never found a rain pollinated fruit of C. paludicolum. This species
may not present rain-assisted pollinated probably due to morphological constrains.
Apparently, there is a specific susceptibility for fruit formation by rain. For instance, in C.
polyphyllum, fruit formation assisted by rain may reach 2.2% of overall flowers (Pansarin et
al., 2008b) while in C. punctatum it has never been observed (Pemberton and Liu, 2008;
Dutra et al., 2009). To date, it is still unclear which factor may contribute to this mechanism,
but flower age, variations in stigma and column morphology and flower position in the

inflorescence may be somehow responsible (Pansarin et al., 2008a, b).

5. Concluding remarks

In this study, we report that the self-compatible C. hatschbachiiand C.
paludicolum mainly reproduce by allogamy. Pollinators are large bodied bees of the
Centridini tribe, which visit flowers with low frequency. Like other rewardless orchids,
species studied here present low reproductive success as well as natural fruit set rates. We
confirm deception strategy and pollinator limitation for two other Cyrtopodium species from
the diversity centre of the genus. In C. hatschbachii, though, additional fruit set may be
assured by rain action. This is the second report of facultative rain-assisted self-pollination in
Cyrtopodium, indicating that this mechanism of reproductive assurance may be more

widespread than previously though.
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Table 1 Fruit set (in %) of Cyrtopodium hatschbachii and Cyrtopodium paludicolum after

controlled pollination considering the total number of flowers surveyed (mean number of

fruits + SD is expressed inside parenthesis). Letters differentiate data collected in 2011 (?),

2012 (°) and 2013 (©).

Treatment

Fruit set rates

Self-pollination
Cross-pollination
Emasculation

Spontaneous self-pollination

Open-pollination

Rain-assisted

C. hatschbachii

C. paludicolum

29.16% (1.17 + 0.93)
37.50% (1.5 + 1.38)
0%

0%

1.21% (0.39 £0.79)?
1.23% (0.58 + 0.95)P
0.19% (0.06 £0.24)?
0.14% (0.06 +0.24)°

53.33% (1.6 + 1.17)
86.66% (2.6 + 0.97)
0%

0%

0.37% (0.14 + 0.36)°
1.26% (0.67 + 1.15)°
0%

0%
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Table 2 Proportion of viable and polyembryonic seeds per treatment in C. hatschbachii

(mean number of seeds + SD is expressed inside parenthesis).

Treatment Viable seeds Polyembryony
Self-pollination 53.83% (124.17 £ 49.02) 0.08% (0.17 £ 0.41)
Cross-pollination 66.88% (153.37 +41.64) 0.12% (0.25 + 0.46)

Open-pollination 73.79% (172.14 + 41.36) 0.21% (0.43 + 0.79)
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Table 3 Floral visitors of Cyrtopodium hatschbachii and Cyrtopodium paludicolum and
number of visits. Size refers to small (S), medium (M) and large (L) sized bees. Classification
include: P — pollinators (visitors with pollinia in the head), NP — non-pollinators (visitors with
pollinia in other body parts), OV — other visitors (visitors that did not remove pollinia) and Rb

— pollen robbers.

Visitors Visits  Size  Classification
Cyrtopodium hatschbachii

Apidae
Epicharis (Epicharis) bicolor Smith 1854 4 L P
Trigona spinipes Fabricius 1793 95 S Rb
Xylocopa suspecta Moure and Camargo 1988 3 L ov
Centris sp. 3 M ov
Exomalopsis sp. 1 S ov
spl

1 S oV

Trochilidae

sp2 2 L ov
Cyrtopodium paludicolum

Apidae
Bombus sp. 13 L ov
Tetrapedia cf. diversipes 9 S ov
Centris (Ptilotopus) scopipes Friese 1899 6 L P
Epicharis (Epicharana) flava Friese 1900 6 L NP
Centris sp. 6 M ov
Trigona spinipes Fabricius 1793 2 S Rb
sp3 2 S ov
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Fig. 1. Flowers of Cyrtopodium hatschbachii (A) and Cyrtopodium paludicolum (B).
Cyrtopodium hatschbachii seeds with one (black arrow), two (grey arrow) or without
embryos (white arrow) (C). Isolated column demonstrating the intact arrangement of
pollinarium (Pol), rostellum (Ro) and stigma (St) of a newly opened flower (D). Rain-assisted
self-pollinated flower demonstrating the pollinia together with the anther cap slipped into

the stigmatic surface (E). Scale bar: 1cm (A, B); 500um (C); 0.5cm (D, E).
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Fig. 2. Fruit set frequency (fruits per flowers) of Cyrtopodium hatschbachii (A) and
Cyrtopodium paludicolum (B) under self, cross and open-pollination treatments. Male and
female reproductive success of Cyrtopodium hatschbachii (C) and Cyrtopodium paludicolum

(D). The points show means and the line segments are Cl 95%.
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CAPITULO 2

Os efeitos dos pilhadores de polen e da chuva aumentam o sucesso

reprodutivo de uma orquidea polinizada por engano
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RESUMO

Maciel, A. A. 2016. Os efeitos dos pilhadores de pdlen e da chuva aumentam o sucesso
reprodutivo de uma orquidea enganosa.

O sucesso reprodutivo das plantas com flores é influenciado por vérios fatores. A herbivoria
floral e a chuva séo em geral fatores que reduzem o éxito reprodutivo das angiospermas. Em
plantas que ndo oferecem recompensas florais, nas quais o sucesso reprodutivo ja €
naturalmente baixo, esses efeitos podem ser ainda mais severos. Esse trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito da chuva e da florivoria sobre a longevidade e frutificacdo de
orquideas enganosas. Para isso, individuos de Cyrtopodium hatschbachii foram translocados
para casa de vegetacdo de vidro e foram realizados tratamentos simulando a chuva e a
florivoria recebidos em campo de forma isolada e em conjunto. Foi verificado que a chuva
reduz pela metade o tempo de vida util da flor e a florivoria reduz ainda mais a longevidade
das flores. Porém, a interagdo entre a chuva e a florivoria resultou num processo capaz de
promover a autopolinizacdo de 37% das flores das quais em 18,9% houve a formacédo e
maturacdo de frutos. Esse mecanismo de autopolinizagdo mediado pela chuva e
potencializado pelo herbivoro floral pode ser considerado uma estratégia essencial para a
seguranca reprodutiva desta espécie e fortalece a importancia de testar todos os fatores e
interacdes possiveis que podem influenciar o sucesso reprodutivo das plantas.

Palavras-chave: florivoria, herbivoria floral, polinizacdo, Cyrtopodium, Orchidaceae,
autopolinizacdo, seguranca reprodutiva, longevidade floral, chuva.
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ABSTRACT

Maciel, A. A. 2016. The effects of pollen robbers and rain increase the reproductive success
of a deceptive orchid.

The reproductive success of flowering plants is influenced by many factors. The floral
herbivory and rain are factors that reduce the reproductive success of angiosperms. On floral
nonrewarding flowers plants, in which the reproductive success is already naturally low, these
effects can be more severe. This study aimed to evaluate the effect of rain and florivory on
longevity and reproductive success of deceptive orchids. For this, Cyrtopodium hatschbachii
individuals were transported to glass greenhouse and treatments were performed simulating
rain and florivory received in the field of isolation and the interaction between them. It was
found that the rain halves the lifespan of the flower and the florivory further reduces the
longevity of flowers. The interaction between rain and florivory resulted in a process that
promotes self-pollination of 37% of the flowers and 18.9% was the formation and maturation
of fruits. This self-pollination mechanism mediated by rain and enhanced by floral herbivory
can be considered a key strategy for reproductive assurance of the species and strengthens the
importance of testing the interactions that can influence the reproductive success of the plants.

Keywords: florivory, floral herbivory, pollination, Cyrtopodium, Orchidaceae, self-
pollination, reproductive assurance, floral longevity, rain.
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INTRODUCAO

O servigo de polinizacdo realizado pelos animais € responsavel por favorecer a
reproducdo de 87,5% das espécies de plantas com flores (RECH et al., 2014). Todavia, alguns
fatores podem alterar a frequéncia dessa interacdo e ocasionar mudancas no éxito reprodutivo
dessas plantas. A herbivoria floral, ou florivoria, ¢ um fator que tem ganhado cada mais
importancia nesse contexto por ter mostrado severos efeitos negativos sobre a reproducdo das
angiospermas (MCCALL & IRWIN, 2006). Os herbivoros florais podem afetar o éxito
reprodutivo das plantas de forma direta ao consumir as proprias unidades reprodutivas, como
0s graos de polen e dvulos, ou por aumentar a remocao de polen sem aumentar a deposi¢éo no
estigma (HARGREAVES et al., 2009; KRUPNIK & WEIS, 1999). De forma indireta, 0s
herbivoros florais também podem afetar o éxito reprodutivo das plantas ao consumir partes
das flores tornando-as menos atrativas e reduzindo as visitas dos polinizadores
(MOTHERSHEAD & MARQUIS, 2000; BOTTO-MAHAN et al., 2011).

A chuva é outro fator capaz de afetar a reproducdo das angiospermas de diferentes
maneiras. Uma delas é pela reducdo da longevidade do pdélen. Alguns autores verificaram
através de testes de viabilidade polinica em 80 espécies de angiospermas, de 46 familias
diferentes, que a longevidade do polen exposto a chuva é extremamente menor do que quando
estes sdo protegidos da agua (MAO & HUANG, 2009). Outra maneira é através da mudanca
no tempo de vida util da flor. As flores ndo polinizadas e ndo expostas a chuva podem durar
quase duas vezes mais do que as flores ndo polinizadas em condi¢bes naturais (VEGA &
MARQUES, 2014).

Percebe-se entdo que de forma geral, tanto a florivoria quanto a precipitacdo séo
fatores que afetam negativamente o sucesso reprodutivo das plantas. Sendo assim, eles
poderiam ter um efeito ainda mais expressivo em plantas que naturalmente ja possuem
valores baixos para atributos reprodutivos, como é o caso das plantas sem recompensas
florais. Atualmente sdo reconhecidas cerca de 7500 espécies de angiospermas, representadas
em 33 familias, que ndo oferecerem nenhum tipo de recurso aos seus polinizadores, 0s
atraindo por engano (RENNER, 2006). Neste tipo de engodo, para varios parametros
reprodutivos essas plantas apresentam valores muito baixos quando comparadas com plantas
que efetivamente oferecem recursos. Por exemplo, a taxa de frutificacdo natural das plantas
polinizadas por engano é duas vezes menor quando comparadas com as plantas com
recompensas florais (NEILAND & WILCOCK, 1998). Aléem disso, as visitas dos
polinizadores sdo muito baixas (CALVO, 1990), pois eles podem aprender a evitar as flores
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enganosas (GUMBERT & KUNZE, 2001) e com isso reduzir o sucesso reprodutivo dessas
espécies.

Como compensacdo para as baixas taxas reprodutivas, algumas adaptacbes sao
essenciais para aumentar as chances de polinizacdo das plantas sem recursos. A maior
longevidade das flores ndo polinizadas é apontada como um exemplo disso, pois 0 maior
tempo de vida da flor aumenta a chance de vista do polinizador (RATHCAKE, 2003;
ASHMAN & SCHOEN, 1994). E a manutenc¢do das flores intactas € outro fator importante
para aumentar a probabilidade de visitas dos polinizadores visualmente orientados, uma vez
que flores danificadas sdo evitadas por esses animais (HALL, 2009). Desta forma, esse
trabalho teve como objetivo avaliar experimentalmente o efeito dos fatores que influenciam
negativamente a longevidade e a aparéncia das flores sobre o sucesso reprodutivo de plantas

polinizadas por engano.

MATERIAIS E METODOS

Espécie estudada

O estudo foi realizado com Cyrtopodium hatschbachii Pabst, uma orquidea encontrada
do Sudeste e Sul do Brasil até o Paraguai (BARROS et al., 2014). O florescimento de C.
hatsbachii ocorre de agosto a novembro e no bioma Cerrado a espécie ocorre em solos
alagados de campos Gmidos e veredas (MENEZES, 2000; ARAUJO et al., 2002; BATISTA
& BIANCHETTI, 2003). Essa espécie ndo oferece recursos florais, ndo possui nenhum
mecanismo espontaneo de formacao de frutos e depende de uma Unica espécie de abelha para
transferéncia de pdlen (Capitulo 1). Ainda que uma parcela dos frutos seja formada por
autopolinizacdo facultativa mediada pela chuva (ver PANSARIN et al., 2008a), as taxas de
frutificacdo natural sdo muito baixas, reflexo da raridade de visitas do polinizador. Em
contrapartida, o visitante floral mais frequente dessa espécie € um pilhador de polen, que é 23
vezes mais frequente que o polinizador. No entanto, sdo raras as vezes que esse pilhador
consegue de fato consumir a polinia, na maioria das vezes ele apenas consome a capa da
antera e perturba/danifica as estruturas do polinario (Figura 1B, C e D).
Local de estudo

O estudo foi realizado de agosto a novembro de 2013 com uma populacdo de plantas
da Reserva Particular do Patrimdnio Natural do Clube Caca e Pesca Itororé de Uberlandia

(CCPIU) (18°60” S e 48°18” W). Nesse local as veredas sdo caracterizadas por um denso
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estrato herbaceo-subarbustivo dominante, entremeado por pequenas arvores e por palmeiras
Buriti, Mauritia flexuosa L. f. (ARAUJO et al., 2002).
Experimento

Para testar os efeitos da precipitacdo e da florivoria sobre a reproducdo e controlar o
acesso de qualquer visitante floral, translocamos 10 individuos de C. hatschbachii com botGes
pequenos da populagédo do CCPIU para casa de vegetagcdo de vidro do Instituto de Ciéncias
Agrarias (ICIAG-UFU), no Campus Umuarama em Uberlandia, Minas Gerais.

Todos os individuos foram submetidos a 4 tratamentos. O primeiro tratamento foi
chamado de Herbivoria e nesse grupo houve a simulagdo da herbivoria por Trigona spinipes
(Figura 1A). Embora, em campo a acdo da abelha perturbasse a posicdo e estrutura do
polinario, para que houvesse um padrdo dentro do tratamento, as flores tiveram apenas a capa
da antera removida, sem danificar ou perturbar nenhuma estrutura do polinario. Para o
segundo e terceiro tratamentos, houve a aplicacdo de chuva artificial (ver os detalhes da
estimativa no fim dessa seccéo). De 4 em 4 dias, cada flor destes tratamentos recebeu 12ml de
agua, divididos em 12 aplicaces de 1ml, com intervalos de 10 minutos entre cada aplicacao,
totalizando 120 minutos de exposicdo a chuva artificial. Para aumentar o realismo, foi
utilizado um pulverizador de jardim e apenas uma pessoa realizou as aplicagdes. Flores nao
manipuladas expostas a chuva artificial formaram o segundo grupo, chamado Chuva. J& o
terceiro tratamento foi a interacdo dos dois primeiros fatores, havendo a simulacdo de
herbivoria e a exposicao a chuva artificial, e por isso foi chamado de Herbivoria+Chuva. O
ultimo tratamento foi o Controle, onde as flores permaneceram intactas (Figura 2A) durante
toda antese sem exposi¢cdo a agua nem herbivoria. Para todos os individuos, os tratamentos
foram realizados no primeiro dia da antese e alternados ao longo da inflorescéncia de forma
que se obteve uma amostra de 109 flores para Herbivoria, 100 para Chuva, 97 para
Herbivoria+Chuva e 90 para Controle.

Ao longo do experimento, registrou-se a duragdo da antese da cada flor e o nimero de
colunas entumecidas (Figura 2B), como indicativo do desenvolvimento inicial do fruto. Alem
disso, foi quantificado ao fim da época reprodutiva o numero de frutos completamente
formados (Figura 2C). Para verificar se havia diferencas significativas entre os tratamentos foi
utilizado o teste de Anélise de Variancia para um fator (ANOVA) e em seguida o teste de
comparacdo mdaltipla de Tukey. Apds o experimento todos os individuos de C. hatschbachii

foram devolvidos ao seu local de origem.
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FIGURA 1. Comparagdo entre a herbivoria natural por Trigona spinipes Fabricius 1793 e
herbivoria artificial em flores de Cyrtopodium hatschbachii Pabst. Em A est4 a herbivoria
artificial e em B, C e D herbivoria natural causada pela abelha. Note que a intensidade do
dano € variadvel: a capa da antera pode ser parcialmente (C) ou totalmente consumida (B e D).
Além disso, 0 dano na estrutura do polindrio também varia, ocasionando a reducdo da
distancia entre a polinia e a superficie do estigma (C e D).

Chuva artificial

Os tratamentos de chuva artificial tentaram reproduzir aproximadamente as condi¢fes
de campo. Para estimar a quantidade de chuva que as flores de C. hatschbachii receberiam em
campo foram utilizados dados médios da estacdo pluviométrica da Fazenda Letreiro de 1975 a
2010 (QUEIROZ & ASSUNCAO, 2013). Os dados dessa estagio foram escolhidos por ela
estar a menos de 13 km da populacdo estudada. Através da soma das médias pluviométricas
para cada més de floracdo da orquidea (de agosto a novembro) obteve-se 359mm. Para esse
periodo houve, em média, 28 dias com chuva. Assim, a razdo entre o total de dias da floracdo
(120) pelos dias com chuva (28), permitiu verificar que em média chove de 4,28 em 4,28 dias.
Ja a razdo do volume de chuva dos 4 meses (359mm) pelo nimero de dias com chuva (28
dias) permitiu inferir que cada dia com chuva atinge em média 12,82mm. Ao considerar que a
flor dessa orquidea tem 3,5 cm de didmetro e area de 9,62 cm?, conclui-se que cada flor
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recebe 12,33 ml de a4gua em cada evento chuvoso. Entdo, para facilitar a dindmica do
experimento aproximamos os valores para 4 dias o intervalo entre chuvas e 12ml de &gua por

dia chuvoso.

FIGURA 2. Diferentes fases reprodutivas de Cyrtopodium hatschbachii Pabst em casa de
vegetacdo. Em A um flor intacta, em B a coluna entumecida, marcando o inicio da formacéo
do fruto, e em C um fruto em desenvolvimento.

RESULTADOS

Com os dados obtidos foi possivel observar um efeito significativo da chuva artificial
e da herbivoria sobre a duragdo da antese (Fs392=270,99; p<0,001). As flores do controle
foram as mais longevas, com duracdo maior que 8 dias (Figura 3B). Em seguida, o tratamento
Chuva com cerca de 4 dias e as flores que menos duraram foram as que sofreram a simulacéo

de herbivoria com antese perfazendo aproximadamente de 3 dias.

Apols o0 experimento na casa de vegetacdo foi verificado que nenhuma flor dos
tratamentos Chuva, Controle e Herbivoria teve a coluna entumecida e, consequentemente

formou fruto. Ja para o tratamento que simula herbivoria junto com a aplicacdo de chuva
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artificial 37,0% das flores tiveram a coluna entumecida e desse total 18,9% formaram fruto
(Figura 3A). Em termos de eficiéncia de frutificacdo para esse tratamento, em 34 flores onde

ocorreu o processo de autopolinizagdo, 18 formaram frutos, totalizando 52,9%.
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Figura 3. Resultado dos experimentos de autogamia em casa de vegetacdo para Cyrtopodium
hastchbachii Pabst. Em A estd representado a frequéncia de flores que iniciaram o
desenvolvimento do fruto e atingiram a maturidade. Em B a duracdo da antese (em dias) para
cada tratamento. Letras sobrescritas diferentes significam diferenca significativa pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. A barra de erro representa o desvio padréo.

Todo o processo de autopolinizacao (Figura 4) durou aproximadamente 3 horas. Teve
inicio logo apos a terceira aplicagdo da chuva artificial, quando foi possivel verificar um
acumulo significativo de agua junto ao polinario (Figura 4C). Com isso, a polinia comegou a
aumentar seu volume (Figura 4E e 4F) e a forcar a estrutura adesiva do polinario,
principalmente o viscidio. Com cerca de 20 minutos ja é possivel visualizar o polinario
escorregando em direcdo ao estigma (Figura 4G) e passados mais 20 minutos a polinia entrou
em contato com a superficie do estigma (Figura 4H) promovendo a autopolinizacdo mediada
pela chuva e facilitada pela acdo de Trigona spinipes.
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Figura 4. Mecanismo de autopolinizacdo mediada pela chuva e potencializada pela herbivoria
em Cyrtopodium hatschbachii Pabst. Todas as figuras sdo da mesma flor em diferentes
estagios. Em A houve apenas a simulacdo da herbivoria, seguido pela primeira aplicacdo de
chuva artificial (B). Na sequéncia a segunda (C) e a terceira aplicacdo (D), com o inicio do
entumecimento das polinias. Em E a décima primeira aplicacdo e em F a ultima, note as
polinias bastante entumecidas e consequentemente com uma massa maior. Apds 20 minutos o
vicidio perde aderéncia e a polinia escorrega (G). Apo6s 40 minutos ja é possivel ver a polinia
totalmente em contato com a superficie estigmatica (H) caracterizando uma autopolinizacéo.

DISCUSSAO

Os resultados aqui obtidos mostram um efeito negativo da precipitagdo sobre a
longevidade das flores, semelhante ao encontrado em outros casos com orquideas. Para trés
espeécies de Epidendrum autocompativeis do sul do Equador verificou-se que as flores intactas
ndo polinizadas protegidas da chuva podem durar quase o dobro de dias em relacdo as flores
expostas as condigdes naturais (VEGA & MARQUES, 2014). Alem disso, a chuva pode
diminuir a atividade de forrageamento dos polinizadores (PANSARIN et al., 2008b). Desta
forma, esses dois efeitos resultam num menor tempo de vida Gtil da flor e menor atividade do
polinizador, o que pode reduzir severamente 0 sucesso reprodutivo das plantas,

principalmente das flores sem recursos. Isto corrobora o proposto por Sprengel (1793), o
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primeiro pesquisador a reconhecer que a chuva no periodo de floracdo, poderia ter efeitos
negativos na interagdo entre planta e polinizador e consequentemente no sucesso reprodutivo
das plantas.

Existem poucas informacdes sobre a florivoria em Cyrtopodium. No Unico caso
registrado constatou-se que 44,80% das flores de Cyrtopodium eugenii sofrem herbivoria
floral (HALL, 2009). Esse valor é bem superior a florivoria apresentada em outras espécies de
orquideas, como por exemplo em Epidendrum denticulatum onde a florivoria ocorre em
6,47% das flores (ALMEIDA & FIGUEIREDO, 2003). Ainda em C. eugenii verificou-se que
15% das flores sofrem efeito direto dos herbivoros florais por consumirem suas estruturas
sexuais. Quando a herbivoria ocorre no labelo, em cerca de 20,50% dos casos, 0 sucesso
reprodutivo é severamente reduzido (HALL, 2009). Isso acontece porque 0s sinais visuais sao
as principais formas de atracdo dos polinizadores em sistemas de polinizacdo por engano
alimentar (SCHLUTER & SCHIESTL, 2008). Além do consumo das estruturas sexuais e da
reducdo da atratividade das flores, com base nos resultados encontrados a florivoria pode
apresentar mais um tipo de efeito negativo sobre o éxito reprodutivo das plantas. Os
resultados deste trabalho mostraram que a herbivoria floral, mesmo de forma branda, reduziu
em mais da metade o tempo de vida das flores de Cyrtopodium hatschbachii (Figura 3). Esse
efeito também pode levar, de forma indireta, a reducdo do sucesso reprodutivo, pela menor
exposicdo temporal das flores ao polinizador. Desta forma, os efeitos da herbivoria floral
sobre a reproducdo das plantas podem ser muito mais severos do que o esperado, ainda mais
em se tratando de plantas polinizadas por engano.

Embora os fatores chuva e florivoria tenham claramente efeitos negativos sobre a
reproducdo das plantas, foi inusitado verificar que os dois fatores ocorrendo simultaneamente
podem ter um efeito positivo (Figura 3). Em plantas que naturalmente apresentam baixas
taxas de frutificagcdo, como é caso das plantas sem recursos florais, mecanismos que auxiliem
na formacdo de frutos podem ser essenciais para garantir a reproducdo dessas espécies.
Estudos com Cyrtopodium pollyphyllum mostraram uma frutificacdo natural variando de 1 e
2% (PANSARIN et al., 2008b), para C. eugenii 4,6; 2,5 e 2,4% (NUNES, 2009) e para C.
hatsbachii 1,40 e 1,37% (Maciel et al., dados ndo publicados). Desta forma, em espécies
desse género, cada fruto adicionado a populacéo pode contribuir de forma significativa para a
seguranca reprodutiva da espécie. Vale destacar que a frutificagdo pelo processo de
autopolinizacdo mediada pela chuva e potencializada pelo herbivoro pode ser ainda mais alta
do que a apresentada por trés motivos. Primeiro, a herbivoria floral simulada no experimento

ocasionou um disturbio muito mais brando do que comparado com o causado pela abelha.
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Esses distlrbios mais intensos podem reduzir ainda mais a distancia entre a antera e o
estigma, aumentando as chances de poliniza¢do. Segundo, o intervalo entre chuvas na casa de
vegetacdo (4 dias) foi superior ao tempo de vida das flores que recebem a simulacdo de
florivoria (3 dias). Como os tratamentos foram realizados sempre no primeiro dia da antese,
um numero considerdvel de flores do tratamento Chuvat+Herbivoria foi submetido a
simulacéo da herbivoria, poréem murchou antes que recebesse a chuva artificial. Por ultimo, o
florivoro que causa o distdrbio inicial para esse processo de polinizacdo é o mais frequente
visitante floral e supera as visitas do polinizador em mais de 20 vezes (ver Capitulo 1). Frente
a isso, é possivel que os frutos oriundos desse processo de autopolinizacdo sejam superiores
ao namero de frutos resultantes da polinizagdo por abelhas.

O processo de autopolinizacdo mediado pela chuva e potencializado pelo herbivoro
floral € diferente do processo gque ocorre apenas com a chuva descrito para Cyrtopodium
pollyphyllum (PANSARIN et al., 2008a) e também registrado em C. hatschbachii (Maciel et
al., ver capitulo 1). Para que esse mecanismo ocorra € necessario que uma gota de chuva se
acumule na superficie estigmatica, criando uma gota viscosa que entra em contato com o
polindrio. Em seguida, a antera fica entumecida e a medida que a dgua da gota evapora e
reduz sua area, o polinario € movido para a superficie do estigma, promovendo a
autopolinizacdo. Esse processo pode durar de 7 a 9 dias e cerca de 33,7% das flores nas quais
0 processo ocorre sdo convertidas em frutos. Ja quando ha a participacdo do herbivoro floral,
um disturbio inicial do inseto é responsavel por potencializar a acdo da chuva. Isso permite
que a chuva desloque o polinario para a superficie do estigma em aproximadamente 3 horas
(Figura 4). Além de reduzir o tempo, esse processo é mais eficiente em termos de frutificagéo,
visto que 52,9% das flores manipuladas nessa condicao resultaram em frutos.

Esses resultados também permitem discutir a importancia de incluir nos estudos de
polinizacdo a interacdo entre fatores que interferem no sucesso reprodutivo. Para esse mesmo
experimento aqui apresentado, se ndo fosse incluido uma categoria que permitisse testar a
interacdo entre a herbivoria floral e a chuva, haveria apenas efeitos negativos sobre 0 sucesso
reprodutivo da orquidea. O que evidentemente ndo se mostrou verdadeiro e mais do que isso,
ao testar a interacdo registrou-se um novo mecanismo de polinizacdo, que pode ser essencial
para assegurar a reproducdo de C. hatschbachii.

Através deste trabalho foi possivel verificar que tanto a chuva quanto a florivoria
reduzem significativamente a longevidades das flores, o que pode resultar em fortes prejuizos
a reproducdo da espécie. Porem, ao testar a interagdo, quando esses dois fatores ocorrem de

forma simultdnea, um numero expressivo de frutos foi gerado por um processo de
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autopolinizacdo mediado pela chuva e potencializado pelo herbivoro floral. O que pode

assegurar a reproducdo dessa orquidea polinizada por engano.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo foi possivel descrever a biologia reprodutiva de duas espécies de
orquideas que ndo ofecerem recursos florais. Os resultados mostraram que Cyrtopodium
hatschbachii e C. paludicolum sdo espécies autocompativeis, mas ndo autégamas, i. €. ndo
desenvolvem frutos por autogamia espontdnea nem por mecanismos apomiticos. Ambas
foram polinizadas por uma Unica espécie da tribo Centridini, Centris (Ptilotopus) scopipes
para C. paludicolum e Epicharis (Epicharis) bicolor para C. hatschbachii. Devido a auséncia
de recursos florais e a capacidade de aprendizagem dos polinizadores, a visitacdo foi
extremamente baixa, assim como a formacéo de frutos. Como compensacgédo dessa limitacao
polinica, cerca de 10% dos frutos de C. hatschbachii sdo oriundos de um mecanismo de
autopolinizacdo mediado pela chuva. Apesar de resultar em poucos frutos, o elevado numero
de sementes torna esse mecanismo essencial para a seguranca reprodutiva dessa espécie. Ja
para C. paludicolum nenhum caso de autopolinizagéo facilitada pela chuva foi verificado.

Utilizando um experimento em casa de vegetagdo com C. hatschbachii foi registrado
que a longevidade das flores € afetada pela acdo da chuva e da herbivoria floral. Em
condicdes isoladas da acdo da agua e da florivoria as flores podem durar em média 8 dias.

Com a exposicdo a agua, o tempo de vida da flor foi reduzido pela metade e quando a acdo do
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florivoro é simulada a longevidade atingiu aproximadamente 3 dias. Esses resultados
permitem inferir que a acdo da chuva ou dos herbivoros florais reduziram o sucesso
reprodutivo da orquidea, uma vez que flores longevas € uma caracteristica que aumenta a
chance de visita dos polinizadores em plantas sem recursos. Porém, quando a chuva e a
florivoria ocorrem simultaneamente acontece um novo mecanismo de polinizagdo, a
autopolinizacdo mediada pela chuva facilitada pelo herbivoro floral. Diferente do mecanismo
de autogamia facultativa mediada pela chuva descrita para C. pollyphyllum, esse novo
mecanismo ocorre muito mais rapido (em torno de 3 horas) e é responsavel pela frutificacdo
de 18,9%. Porém, algumas implicacdes do experimento na casa de vegetacdo, como a
subestimativa da herbiroria floral e falta de sincronia no tratamento Herbivoria+Chuva,
indicam que esse efeito sinérgico pode ser ainda mais expressivo.

Por fim, com base nas baixas taxas de frutificacao registradas para mais duas espécies
de Cyrtopodium é possivel indicar que talvez este seja um padrdo para o género. Além disso,
0 segundo caso de autogamia facultativa mediada a chuva no género e 0 novo mecanismo de
autopolinizacdo descrito apontam que a polinizacdo abidtica tem um papel importante na
seguranca reprodutiva dessas espécies. Logo € possivel que mecanismos semelhantes sejam
encontrados em outras espécies do género e provavelmente em outras espécies que nao

oferecem recompensas florais.
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