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RESUMO

FRANKEN, E. P. Biologia floral comparada do género Catasetum Rich. ex Kunth
(Orchidaceae, Catasetinae) baseado em estudos filogenéticos. 2017. 141 f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo, Ribeiréo Preto-SP, 2017.

Catasetum é um género Neotropical com cerca de 130 espécies praticamente indistinguiveis
quanto a morfologia vegetativa. Suas flores sdo primariamente unissexuais. As flores
masculinas exibem uma excepcional variacdo morfoldgica e apresentam estaminddios
modificados caracteristicos deste género, que é tradicionalmente citado pela polinizacdo
exclusiva por abelhas euglossine. Este estudo avaliou a evolucdo dos principais atributos
florais em Catasetum. Para isso, uma hipdtese filogenética foi reconstruida utilizando
matrizes individuais e combinadas de DNA nuclear e plastidial. Foram sequenciadas trés
regides (ITS, rpS16 e trnL-F) para 80 espécies de Catasetum e 25 grupos externos. O género é
monofilético e irmdo de Clowesia em todas as analises. Alguns relacionamentos tiveram alto
suporte. Nenhuma das classificacfes infragenéricas tradicionais pode ser reconhecida na
filogenia. A partir deste resultado foi possivel observar que a histdria evolutiva compreendeu
varias reversdes e convergéncias de carater entre as espécies. O estado plesiomdrfico e
algumas tendéncias evolutivas sdo apresentados. As analises morfo-anatbmicas e
histoquimicas florais utilizaram flores frescas ou fixadas, cujo labelo foi seccionado e corado
com Lugol 1% e Vermelho de Suddo Il ou IV, sendo examinados através de microscopia de
luz. Estas analises revelaram a tendéncia de aumento na complexidade do labelo apenas em
flores masculinas. Também foi possivel observar a relagéo direta entre a morfologia do labelo
e a distribuicdo do tecido secretor. A analise de fragrancias florais utilizou a técnica de coleta
dindmica combinada com andlise via GC-MS. Essa analise confirmou o polimorfismo
quimico entre as espécies, embora a variabilidade interespecifica tenha sido baixa. Varios dos
compostos identificados foram encontrados anteriormente na tibia traseira de machos de
euglossine ou tém sua atratividade conhecida através de estudos com iscas odoriferas. Nossos
resultados revelaram auséncia de padrdo ou tendéncia evolutiva na composi¢do das
fragrancias das espécies. A pressdo seletiva causada pelos polinizadores, ao escolherem as
espécies a serem visitadas, tem direcionado a evolucdo da biologia floral deste género. A
morfologia, a distribuicdo do tecido secretor dos osmoéforos e a fragrancia emitida séo

complementares, atuando em conjunto para gerar respostas etologicas especificas dos



polinizadores. A alta especificidade gerada por este mecanismo reduz o compartilhamento de
polinizadores, levando ao transporte mais eficiente do pdlen e diminuindo o fluxo génico

interespecifico.

Palavras-chave: Evolucgéo. Filogenia. Morfo-anatomia floral. Fragrancia floral.



ABSTRACT

FRANKEN, E. P. Compared floral biology of the genus Catasetum Rich. ex Kunth
(Orchidaceae, Catasetinae) based in phylogenetic studies. 2017. 141 f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeiréo Preto-SP, 2017.

Catasetum is a Netropical genus with ca. 130 species that are practically indistinguishable
based on the vegetative morphology. The flowers are primarily unisexual. Male flowers have
an exceptional morphological variation and possess modified staminodes as distinctive feature
of this genus, which is traditionally cited as entirely pollinated by euglossine bees. The
present study evaluated the evolution of the major floral features in Catasetum. To do that,
one phylogenetical hypothesis was made using individual and combined matrices of nuclear
and plastid DNA. Three regions where sequenced (ITS, rpS16 and trnL-F) for 80 species of
Catasetum and 25 taxa of outgroups. The genus is monophyletic and sister to Clowesia in all
analyses. Some relationships had high support, however the phylogenetical infrageneric signal
was low. None of the traditional infrageneric classifications could be recognized in the
phylogeny. From this result, it was possible to observe that the evolutionary history consists
on several characters reversions and convergences between species. The plesiomorphic status
and some evolutionary trends were recognized. The morpho-anatomy and histochemical
analysis of flowers were made with fresh or fixed flowers, whose labellum was sectioned and
stained with Lugol 1% and Sudan Il or IV, and analyzed with light microscopy. Those
analyses reveal a trend to increase labellum complexity in male flowers. It was also possible
to observe a direct relation between labellum morphology and distribution of the secretory
tissue. The floral scent analysis was made with the dynamic collection technic combined with
GC-MS analysis. This analysis confirmed the chemical polymorphism between species, but
the interspecific variability was low. Several compounds identified were previously founded
in the hind tibiae of male euglossine or have its attractiveness know. Our results revealed an
absence of evolution pattern or trend in the scent composition of the species. The selective
pressure caused by pollinators, when choosing species to be visited, had guided the evolution
of the floral biology of this genus. The morphology, the osmophore secretory tissue
distribution and the floral scent are complimentary, acting together to generate specific
ethological answers of the pollinators. The high specificity created by this mechanism
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decrease the sharing of pollinators, leading to a more efficient pollen transport and decreasing
the interspecific gene flow.

Keywords: Evolution. Phylogeny. Floral morpho-anatomy. Floral scent.
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1. INTRODUCAO GERAL

Orchidaceae possui aproximadamente 25.000 espécies distribuidas em cerca de 800
géneros, sendo considerada uma das maiores familias entre as Angiospermae (DRESSLER,
2005). Uma ampla diversidade de tipos de recursos florais e estratégias de polinizacdo ocorre
entre as orquideas (e.g., van der PIJL; DODSON, 1966; NILSSON, 1992; DRESSLER, 1993;
van der CINGEL, 2001). As pecas florais sdo relativamente uniformes quanto ao nimero e
arranjo de suas partes, porém elas apresentam uma grande variedade de formas, o que esta
relacionado com a diversidade de polinizadores e mecanismos de polinizagdo (DRESSLER,
1993). O desenvolvimento de mecanismos de polinizacéo altamente especializados na atracéo
de um ou poucos polinizadores efetivos parece ser uma estratégia comum entre as orquideas,
principalmente quando falamos das espécies inclusas em Cymbidieae (Epidendroideae), onde
ocorrem 0s mecanismos mais complexos (van der PIJL; DODSON, 1966; DRESSLER, 1993;
van der CINGEL, 2001). A especializacdo dos mecanismos de polinizacdo leva a formacao de
grupos funcionais ou sindromes, em que o0 conjunto de caracteristicas florais (morfologia,
recursos oferecidos, coloracdo, etc.) é associado a atracdo de determinado grupo de
polinizador (e.g., FENSTER et al., 2004).

Durante a década de 1990 ocorreu a producdo e rapido acumulo de novas informacGes
baseadas em sequéncias de DNA de plantas, incluindo orquideas (APG 11, 2003). Portanto, 0s
trabalhos mais recentes sobre Orchidaceae se baseiam em um sistema filogenético de
classificacdo (e.g., CAMERON et al., 1999; FREUDENSTEIN et al., 2004; GIVNISH et al.,
2015), o qual atualmente divide Orchidaceae em cinco subfamilias: Apostasioideae,
Cypripedioideae, Vanilloideae, Orchidoideae e Epidendroideae. Esta ultima inclui a tribo
Cymbidieae, que contém os taxons mais derivados em Orchidaceae (e.g., WHITTEN;
NEUBIG; WILLIAMS, 2014; FREUDENSTEIN; CHASE, 2015). A subtribo Catasetinae
inclui oito géneros exclusivamente Neotropicais com caracteristicas morfologicas e
ecologicas muito heterogéneas, denominados Catasetum, Clowesia, Cyanaeorchis,
Cycnoches, Dressleria, Galeandra, Grobya e Mormodes (e.g., BATISTA et al., 2014,
PEREZ-ESCOBAR et al., 2016). Entretanto, os cinco taxons mais derivados (i.e., Catasetum,
Clowesia, Cycnoches, Dressleria e Mormodes) formam um grupo muito coeso que
compartilha a mesma sindrome de polinizacdo e varias caractecteristicas vegetativas (i.e.,
pseudobulbos com vérios internos, folhas deciduas ao final da maturacdo do pseudobulbo,
inflorescéncia racemosa que emerge da base do pseudobulbo, etc.) (e.g., ROMERO;
CARNEVALL, 2009).



14

Catasetum Rich. ex Kunth é o maior género na sub-tribo Catasetinae, com
aproximadamente 130 espécies distribuidas do Mexico ao Sul do Brasil e Argentina,
principalmente na Amazonia Brasileira, onde o grupo é bastante representativo (MIRANDA,;
LACERDA, 1992; ROMERO; CARNEVALI, 2009). As espécies sdo praticamente
indistinguiveis quanto & morfologia vegetativa. As flores sdo primariamente unissexuais
(estaminadas ou pistiladas) com morfologia distinta (heterantia) e determinacdo sexual de
acordo com as caracteristicas ambientais e nutricionais do individuo (GREGG, 1975;
ROMERO; NELSON, 1986; ZIMMERMAN, 1991; ROMERO; CARNEVALI, 2009;
RENNER, 2014; PEDROSO-DE-MORAIS et al. 2016). Apenas as caracteristicas das flores
masculinas (estaminadas) sdo utilizadas para diferenciar as espécies, devido a sua excepcional
variacdo na morfologia floral. Elas sdo caracterizadas pela presenca de dois estaminddios
modificados anteriores a coluna ou ginosttmio (WALKER-LARSEN; HARDER, 2000),
denominados de "antenas". Os estaminddios tém a funcdo de disparar o polinério contra o
corpo do polinizador no momento da visita. As flores femininas (pistiladas) apresentam
morfologia mais simples e uniforme. As formas intermediarias (hermafroditas) séo raras e nao
possuem funcdo reprodutiva, pois a cavidade estigmatica € seca e o polinario ndo apresenta
conexdo entre as polinias e o estipe (ROMERO, 1992; GERLACH, 2007). Os diferentes tipos
de flores podem ocorrer em um mesmo individuo ou, as vezes, na mesma inflorescéncia
(ROMERO, 1992; GERLACH, 2007, 2013).

Catasetum é um género tradicionalmente citado como representante da sindrome
euglossinofila. Suas flores ndo oferecem nenhum tipo de recurso alimentar aos seus
polinizadores. Elas produzem apenas fragrancias florais (6leos volateis), que atuam como
elemento de atracdo e recompensa aos seus polinizadores. Para isto, estas orquideas
aproveitam um comportamento pré-existente nas abelhas, produzindo um contexto de
exploragdo sensorial (RAMIREZ et al., 2011; SCHIESTL, 2015). As fragrancias s&o
produzidas no labelo, em estruturas glandulares chamadas osmoforos (VOGEL, 1962, 1963).
Este recurso é coletado exclusivamente por machos de abelhas Euglossini (Hymenoptera,
Apidae), cuja visita as flores consiste em ciclos de coleta e véo (e.g., DRESSLER, 1982;
HOLLAND, 2015). Ao pousar na flor, a abelha secreta lipideos de sua glandula cefélica labial
na superficie do osmdforo, que agem como solventes ndo-polares para 0s compostos volateis
(ELTZ et al., 2007). Esta mistura é coletada através da escovacdo com um pente de pélos que
estas abelhas possuem nos tarsos de suas pernas anteriores. A abelha entdo voa, planando
préximo a flor, e faz uma série de movimentos complexos com as pernas, durante 0s quais as

fragrancias sdo transferidas e armazenadas nos 0rgaos esponjosos presentes nas tibias de suas
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pernas posteriores (KIMSEY, 1984). A distribuicdo do tecido secretor no labelo deve
direcionar o posicionamento da abelha para a coleta da fragrancia, garantindo a deposigéo
correta do polinario no corpo da abelha e/ou deposicdo das polineas no estigma da flor. Para
que este processo seja viavel, o polinizador precisa ser compativel com a flor, em tamanho e
forma (DRESSLER, 1968).

As fragrancias florais de Catasetum sdo consideradas parte fundamental no
mecanismo de isolamento reprodutivo entre espécies simpatricas (HILLS; WILLIAMS;
DODSON, 1972). A composicdo dos aromas consiste na mistura de substancias com acédo
atrativa em diferentes proporcdes que sdo detectadas mesmo em diminutas quantidades pelos
machos de euglossine, estimulando a visita de espécies particulares de abelhas (WILLIAMS;
DODSON, 1972; WILLIAMS; WHITTEN, 1983). Assim, elas atraem seletivamente um ou
poucos Vvisitantes que, em sinergia com os demais filtros florais (i.e., caracteristicas
morfolodgicas), atuam como polinizadores efetivos. As fragrancias coletadas sdo acumuladas
ao longo da vida da abelha em seu oOrgédo tibial, formando aromas complexos que sdo
utilizados como pré-requisito basico para reconhecimento e selecdo sexual pelas fémeas
durante a corte (ELTZ et al., 1999; ELTZ, ROUBIK; LUNAU, 2005; ZIMMERMANN;
RAMIREZ; ELTZ, 2009). A visita discriminatéria baseada na fragrancia floral tem
importantes implicagbes no sucesso reprodutivo destas plantas (e.g., WILLIAMS;
WHITTEN, 1983).

Estudos sobre evolucdo dos recursos florais e sistemas de polinizacdo estdo em
expansdo (e.g., COZZOLINO; WIDMER, 2005). A especializacdo dos mecanismos de
polinizagdo e estratégias reprodutivas em orquideas tém como consequéncia um cenario muito
rico para o estudo de padrdes evolutivos. A combinagdo dos resultados dos estudos
filogenéticos, morfo-anatbmicos e de fragrancias florais produziu um entendimento mais
amplo das relacBes evolutivas entre as espécies de Catasetum. Estes estudos também podem

ser importantes para a taxonomia do grupo, ajudando a diferenciar e caracterizar as especies.



2. ANALISES FILOGENETICAS
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2.1 INTRODUCAO

Catasetinae inclui oito géneros exclusivamente Neotropicais: Catasetum, Clowesia,
Cyanaeorchis, Cycnoches, Dressleria, Galeandra, Grobya e Mormodes (e.g., BATISTA et
al., 2014; PEREZ-ESCOBAR et al., 2016). Catasetum Rich. ex Kunth é o maior género da
sub-tribo Catasetinae, com aproximadamente 130 espécies distribuidas do México ao sul do
Brasil e Argentina (ROMERO; CARNEVALLI, 2009). Este género é amplamente conhecido
por oferecer fragrancias florais como recurso, que é coletado exclusivamente por machos de
abelhas euglossine (e.g., van der PIJL; DODSON, 1966). Os compostos odoriferos sdo
volatilizados e atuam na atracdo e recompensa para 0os machos destas abelhas (DODSON et
al., 1969; HILLS; WILLIAMS; DODSON, 1972; GERLACH; SCHILL, 1991). Durante a
coleta da fragrancia, as abelhas acidentalmente tocam os estaminddios modificados das flores
maculinas de Catasetum e o polinario é ejetado sobre seu corpo. Quando uma abelha
carregando um polinario visita uma flor feminina (pistilada), as polinias sdo depositadas
passivamente em sua cavidade estigmatica (DODSON, 1962). Esse nivel de especializa¢do no
mecanismo de polinizacdo possibilita a existéncia de uma diversidade floral extremamente
alta para o género (e.g. van der CINGEL, 2001), como mostrado na Figura 1.

Devido as flores de Catasetum serem unissexuais e as descricdes das espécies serem
frequentemente baseadas somente em flores masculinas, a sistematica deste género tem sido
confusa desde sua criacdo em 1822 por Kunth. Apds décadas de descri¢bes de novas espécies,
a primeira classificacdo infragenérica para este género foi proposta por Rolfe (1891). Este
autor prop0s quatro secOes: Eucatasetum, Myanthus, Ecirrhosae e Pseudocatasetum.
Entretanto, a delimitacdo de cada secdo néo era clara. Mansfeld (1932a, 1932b) propds uma
divisdo mais compreensivel, onde Catasetum foi segregado em dois subgéneros: Clowesia (=
Ecirrhosae Rolfe) e Orthocatasetum. Este Gltimo dividido em duas se¢bes baseadas nas
caracteristicas dos estaminddios (i.e., antenas): Pseudocatasetum com estaminddios
rudimentares e Meizocatasetum (= Eucatasetum + Myanthus Rolfe) com estaminodios
evidentes. Meizocatasetum foi dividido em duas subsecfes: Isoceras (com estaminddios
simétricos) e Anisoceras (com estaminddios assimétricos). Dodson (1975) segregou Clowesia
Mansf. em dois géneros: Clowesia e Dressleria. Bicalho e Barros (1988) propuseram trés
subsecdes (Isoceras, Convergentes e Divaricatae), que incluiam 11 aliancas, para a subse¢édo
Isoceras Mansf. Finalmente, Senghas (1990, 1991) prop6s uma nova classificagdo
infragenérica para Catasetum, na qual Pseudocatasetum e Catasetum sdo tratados como

subgéneros. Este ultimo com duas se¢des: Anisoceras e Isoceras. Historicamente, apenas trés
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estudos inferiram os relacionamentos evolutivos entre as espécies de Catasetum. Romero
(1990) sugeriu Pseudocatasetum como clado-irmao das demais espécies do género. Oliveira
et al. (2010) ndo apresentaram resultados conclusivos devido ao baixo suporte dos 10 clados
observados em Catasetum. Fulop (2009) obteve fortes incongruéncias entre as quatro regides
do DNA analisadas e ndo foi possivel resolver os relacionamentos entre as diversas espécies
de Catasetum.

A baixa taxa de mutacdo observada para as regides de DNA (principalmente plastidial)
comumente utilizadas em estudos filogenéticos infragenéricos tem criado dificuldades para
acessar os relacionamentos com alto suporte (e.g., WHITTEN et al., 2007; CHASE et al.,
2009; CHIRON et al., 2009; NEUBIG et al., 2009; SALAZAR et al., 2016). Considerando
isto, o presente trabalho produziu hipdteses filogenéticas baseadas em dados moleculares
(sequéncias de DNA nuclear e plastidial), recontruindo a histéria evolutiva entre as espécies
de Catasetum com a melhor resolucdo possivel. A hipotese recuperada foi utilizada para
avaliar a distribuicdo das caracteristicas morfologicas que foram previamente utilizadas para

delimitar as classifica¢fes infragenéricas.
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Figura 1 - Diversidade morfoldgica floral em Catasetum: A, Flor masculina de Catasetum gardneri Schltr.
(subgénero Pseudocatasetum). B, Flor masculina de Catasetum longifolium Lindl. (subgénero
Pseudocatasetum). C, Flor masculina de Catasetum expansum Rchb.f. (subgénero Catasetum, se¢do Anisoceras).
D, Detalhe dos estaminddios assimétricos em flor masculina de Catasetum gnomus Linden & Rchb.f. (secdo
Anisoceras). E, Flor masculina de Catasetum osakadianum Silva & Oliveira (subgénero Catasetum, secdo
Isoceras, subsecdo Isoceras). F, Flor masculina de Catasetum carolinianum Miranda & Lacerda (subsecédo
Isoceras). G, Detalhe dos estaminddios simétricos em flor masculina de Catasetum boyi Mansf. (subsecdo
Isoceras). H, Flor masculina de Catasetum ferox Kraenzl. (subgénero Catasetum, secdo lIsoceras, subsecéo
Divaricatae). I, Flor masculina de Catasetum hopkinsonianum Carr & Castro (subse¢do Divaricatae). J, Flor
masculina de Catasetum dupliciscutulatum Senghas (subse¢do Divaricatae). K, Flor masculina de Catasetum
tigrinum Rchb.f. (subgénero Catasetum, secdo Isoceras, subsecdo Convergentes). L, Flor masculina de
Catasetum pulchrum N.E.Brown (subsecdo Convergentes). M, Flores femininas de Catasetum aff. ciliatum
(subgénero Pseudocatasetum). N, Flores femininas de Catasetum saccatum Lindl. (se¢do Anisoceras). O, Flores
femininas de Catasetum rivularium Barb.Rodr. (subsec¢do lIsoceras). P, Flor feminina de Catasetum spitzii
Hoehne (subsecdo incerta). Q, Vista frontal da flor feminina de Catasetum fimbriatum (Morren) Lindl. (subse¢éo
Convergentes). R, Vista lateral da flor feminina de C. fimbriatum. S, Flores hermafroditas de Catasetum
barbatum (Lindl.) Lindl. (subsecdo Isoceras). Fotografias (B, E, F, G, J and P) sdo cortesia de Juan F. GOmez;

todas as demais produzidas por Evelyn P. Franken.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Amostragem

Material fresco e seco (folhas) de 80 espécies de Catasetum foi utilizado na extrag&o,
amplificacdo e andlise filogenética. As espécies foram selecionadas visando abranger toda a
diversidade morfolégica do género, compreendendo exemplares de todos os subgéneros,
secdes, subsecdes e aliancas (exceto alianca C. microglossum). Para C. ciliatum, foram
amostrados exemplares de duas localidades diferentes (AM e PA), por entendermos tratar-se
de espécies distintas. Amostras dos demais géneros de Catasetinae (24 amostras) e uma
espécie de Cyrtopodiinae foram utilizadas como grupo externo para polarizacdo de caracteres.
As amostras frescas foram provenientes de individuos mantidos em cultivo no Orquidario do
Laboratdrio de Biologia Molecular e Biossistematica de Plantas (FFCLRP/USP) em Ribeirdo
Preto-SP, Brasil. As amostras secas foram provenientes de orquidarios particulares. Na Tabela
1 estdo listadas as espécies amostradas, classificacdo infragenérica tradicional, demais

caracteristicas morfologicas, procedéncia e nimero do voucher.

Tabela 1 - Espécies analisadas, subgénero - SG (1 - Pseudocatasetum, 2 - Catasetum), secéo - S (1 - Anisoceras,
2 - Isoceras), subsecdo - SS (1 - Isoceras, 2 - Convergentes, 3 - Divaricatae), habito - H (1 - epifito, 2 - terricola),
periodo de floracdo - PF (1 - inicio do brotamento do pseudobulbo, 2 - final do brotamento ou maturacéo),
posicéo da haste floral - HF (1 - ereta, 2 - arqueada, 3 - pendente), distribuicdo dos botbes na haste floral - DB (1
- laxa, 2 - congesta), ressupinamento da flor masculina - R (1 - ressupinada, 2 - ndo-ressupinada), procedéncia e

namero do voucher. * Material seco proveniente de orquidarios particulares.

Espécies SG S SS H PF HF DB R Locality Voucher

Catasetum aculeatum Miranda & Lacerda* 2 2 2?2 1 2 2 1 1 RO 0

Catasetum albovirens Barb.Rodr. 2 2 2 1 1 1 1 2 PA 960
Catasetum arietinum Miranda & Lacerda 2 2 1 1 2 2 2 1 PE 844
Catasetum ariquemense Miranda & Lacerda 2 2 1 1 2 2 1 1 RO 924
Catasetum atratum Lindl. 2 2 3 1 1 2 1 2 SC 897
Catasetum barbatum (Lindl.) Lindl. 2 2 1 1 2 2 1 1 AM 952
Catasetum bicolor Klotzsch 2 2 1 1 1 3 1 1 oc 971
Catasetum blackii Pabst 2 2 1 1 1 2 1 1 oc 942
Catasetum boyi Mansf. 2 2 1 1 1 2 1 1 RO 925
Catasetum callosum Lindl. 2 2 2?2 1 2 2 1 1 oc 926
Catasetum carolinianum Miranda & Lacerda 2 2 1 1 2 2 1 1 GO 946
Catasetum cernuum (Lindl.) Rchb.f. 2 2 3 1 1 2 1 1 SP 564
Catasetum ciliatum Barb.Rodr. 1 0 0 1 2 1 1 2 PA 962
Catasetum aff. ciliatum 1 0 0 2 2 1 1 2 AM 516
Catasetum cirrhaeoides Hoehne 2 2 2 1 2 3 2 1 oc 935



Catasetum complanatum Miranda & Lacerda

Catasetum confusum Romero
Catasetum cristatum Lindl.

Catasetum denticulatum Miranda
Catasetum discolor (Lindl.) Lindl.
Catasetum dupliciscutulatum Senghas
Catasetum expansum Rchb.f.

Catasetum ferox Kraenzl.

Catasetum fimbriatum (Morren) Lindl.
Catasetum franchinianum Lacerda*
Catasetum fuchsii Dodson & Vasquez
Catasetum galeritum Rchb.f.

Catasetum gardneri Schltr.

Catasetum garnettianum Rolfe*
Catasetum gladiatorium Lacerda
Catasetum gnomus Linden & Rchb.f.
Catasetum hookeri Lindl.

Catasetum hopkinsonianum Carr & Castro
Catasetum incurvum Klotzsch
Catasetum integerrimum Hook.
Catasetum juruenensis Hoehne
Catasetum kleberianum Braga
Catasetum kraenzlinianum Mansf.*
Catasetum labiatum Barb.Rodr.
Catasetum laminatumLindl.*
Catasetum lanciferum Lindl.

Catasetum longifolium Lindl.
Catasetum lucis Ortiz & Arango*
Catasetum luridum (Link) Lindl.
Catasetum macrocarpum Rich. ex Kunth
Catasetum macroglossum Rchb.f.
Catasetum maculatum Kunth
Catasetum maranhense Lacerda & Silva
Catasetum matogrossense Bicalho
Catasetum mattosianum Bicalho
Catasetum multifidum Miranda
Catasetum multifissum Senghas
Catasetum ochraceum Lindl.

Catasetum osakadianum Silva & Oliveira
Catasetum osculatum Lacerda & Castro

Catasetum parguazense Romero & Carnevali

Catasetum pendulum Dodson
Catasetum pileatum Rchb.f.
Catasetum planiceps Lindl.
Catasetum puctatum Rolfe
Catasetum pulchrum N.E.Brown
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Catasetum purum Nees & Sinning

Catasetum rivularium Barb.Rodr.

Catasetum rodigasianum Rolfe

Catasetum rolfeanum Mansf.*

Catasetum rooseveltianum Hoehne
Catasetum saccatum Lindl.

Catasetum schmidtianum Miranda & Lacerda
Catasetum schunkei Dodson & D.E.Benn.
Catasetum semicirculatum Miranda
Catasetum socco (Vell.) Hoehne

Catasetum spitzii Hoehne

Catasetum stenoglossum Pabst*

Catasetum tabulare Lindl.

Catasetum tenebrosum Kraenzl.

Catasetum tigrinum Rchb.f.*

Catasetum triodon Rchb.f.

Catasetum tuberculatum Dodson*

Catasetum vinaceum (Hoehne) Hoehne
Catasetum viridiflavum Hook.

Clowesia rosea Lindl.

Clowesia russelliana (Hook.) Dodson
Clowesia warczewiczii (Lindl. & Paxton) Dodson
Cyanaeorchis arundinae (Rchb.f.) Barb.Rodr.*
Cycnoches cooperi Rolfe

Cycnoches egertonianum Batem.

Cycnoches haagii Barb.Rodr.

Cycnoches loddigesii Lindl.

Cycnoches pentadactylon Lindl.

Cyrtopodium andersonii (Lamb ex Andrews) R.Br.

Dressleria eburnea (Rolfe) Dodson
Galeandra blanchetii E.S.Rand.
Galeandra devoniana Schomb. ex Lindl.
Galeandra minax Rchb.f.

Galeandra montana Barb.Rodr.

Grobya amherstiae Lindl.

Grobya fascifera Rchb.f.

Grobya galeata Lindl.

Mormodes aurantiacum Schltr.
Mormodes castroi Salazar*

Mormodes elegans Miranda*

Mormodes paraensis Salazar & da Silva
Mormodes sinuatum Rchb.f. & Warm.
Mormodes tapoayense Miranda & Lacerda
Mormodes warszewiczii Klotzsch
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2.2.2 Extracao, amplificagéo e sequenciamento do DNA

O DNA total de cada espécime foi extraido de fragmentos de folhas frescas ou secas
(armazenadas em silica-gel), seguindo a técnica de cetyl-trimethylammonium-bromide
(CTAB) adaptada de Doyle e Doyle (1987). Neste protocolo, os tecidos foram macerados
diretamente em 1,5 ml de solu¢do de CTAB e 10 pl de B-mercaptoetanol usando um
almofariz. As amostras foram incubadas em banho-maria por uma hora. Apds este periodo,
foi adicionado cloroférmio/alcool isoamilico na proporcdo 24:1 e as amostras foram
centrifugadas durante 5 min a 10.000 rpm. Apds a centrifugacdo, a solucdo aquosa
sobrenadante foi isolada. Adicionou-se isopropanol 100% e acetato de sodio 3M para
precipitacdo do DNA. Apds trés dias a -20°C centrifugou-se novamente e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado resultante foi lavado duas vezes em alcool 70%, desidratado e
ressuspendido em solugé@o tampdo TE por 30 min em banho-maria.

As amplificacdes foram conduzidas utilizando 50uL de solucdo de PCR + DNA
diluido, contendo os seguintes reagentes: agua Millig, betaina 5 M, buffer 10x, cloreto de
magnésio (MgCl,), dNTP mix e primers (forward e reverse). Os primers ITS (17SE/26SE;
espacador intergénico contendo as regides 1TS1, 5.8S e ITS2) do DNA nuclear (SUN et al.,
1994), rpS16 (rpsF/rpsR2; intron) e tnrL-F (TAB-C/TAB-F; espacador intergénico) do DNA
plastidial (TABERLET et al., 1991; OXELMAN; LIDEN; BERGLUND, 1997) foram
utilizados nas reacdes de amplificacdo e sequenciamento. Apds um periodo de 10 min de
desnaturacdo a 99 °C no termociclador, a Tag DNA polimerase foi adicionada a solucéo de
PCR a 80 °C. Foram realizados 35 ciclos com a seguinte programacéo: desnaturacao por 30 s
a 94 °C, anelamento por 30 s a 64 °C (ITS), 52 °C (rpS16) ou 56 °C (trnL-F), extensao por 45
s a 72 °C; e extensdo final por 3 min a 72 °C. Os produtos amplificados foram purificados
utilizando as colunas de PCR do tipo GFX™ (GE Health Care) de acordo com o protocolo do
fabricante e estocados em freezer a —20 °C. As reagdes de sequenciamento foram preparadas
utilizando Big Dye 3.1 (ABI), os produtos de PCR purificados e os primers mencionados
acima. No termociclador, foram realizados 25 ciclos com a seguinte programacdo: 10 s a 96
°C, 5sa 50 °C e 4 mina 60 °C. As amostras foram precipitadas com isopropanol 75%,
desidratadas e enviadas para o sequenciamento no Departamento de Produgdo Vegetal da
UNESP de Jaboticabal-SP. As sequéncias foram obtidas a partir de sequenciador automatico
de DNA da Applied Biosystems - modelo 3100. Os dados das sequéncias obtidas foram
alinhados utilizando o software MAFFT versdo 7 (KATOH; STANDLEY, 2013). As
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correcdes subsequentes foram realizadas manualmente, utilizando o programa BioEdit versao
5.0.9.

2.2.3 Analises filogenéticas

As anélises por maxima parsimonia (MP) foram realizadas no programa PAUP versdo
4.0b10 (SWOFFORD, 2003). As buscas heuristicas foram conduzidas para as matrizes
individuais de cada regido (ITS, rpS16 e trnL-F), dados concatenados do DNA plastidial
(rpS16 + trnL-F) e dados concatenados do DNA total (ITS + rpS16 + trnL-F). A estratégia de
busca consistiu em 1.000 réplicas de adi¢cdo randémica de tdxons, com multiplas arvores
salvas (MULTREES) e tree-bissection-reconnection (TBR) como algoritmo de permutacdo de
ramos, fixando 10 arvores por réplica e salvando todas as arvores mais curtas. Os niveis de
suporte para os clados foram acessados através de bootstrap (BS), usando 1.000 réplicas para
a estimativa (FELSENSTEIN, 1985). As porcentagens de BS foram categorizadas: valores
abaixo de 50% foram considerados sem suporte e ndo foram projetados nos ramos da arvore
de consenso, entre 50-70% com baixo suporte, 71-85% moderado e acima de 85% forte.

As analises por maxima verossimilhanca (MV) foram realizadas no programa Garli
versdo 2.0 (ZWICKL, 2006). As buscas heuristicas foram conduzidas para as matrizes
individuais de cada regido (ITS, rpS16 e trnL-F), dados concatenados do DNA plastidial
(rpS16 + trnL-F) e dados concatenados do DNA total (ITS + rpS16 + trnL-F). A selecdo do
melhor modelo de substituicdo de nucleotideos foi realizada no programa jModelTest 2.1.5
(DARRIBA et al.,, 2012). Dentre os 40 modelos disponiveis, os modelos evolutivos
selecionados seguiram o Critério de Informacdo Akaike (AIC). A estratégia de busca consistiu
em 5 séries de busca heuristica com o padrdo do programa para a recuperacdo da melhor
topologia. Os valores de suporte (BS) foram acessados através de 200 séries ndo-paramétricas
para a estimativa. As topologias foram acessadas no software PAUP 4.0 para gerar a arvore de
consenso de regras majoritarias e obter os valores de BS. Foram utilizadas as mesmas
categorias de valores para a avaliagéo dos valores de BS.

A andlise por inferéncia bayesiana (IB) foi realizada no programa MrBayes versdo
3.2.2 (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003). A matriz de dados concatenados foi
particionada em trés categorias (ITS, rpS16 e trnL-F), cujo modelo 6timo de evolucdo das
sequéncias para cada categoria foi selecionado utilizando o programa jModeltest versdo 2.1.5
(DARRIBA et al., 2012). Os modelos evolutivos selecionados seguiram o Critério de

Informacéo Bayesiano (BIC). Quatro cadeias de Markov foram processadas simultaneamente
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para trés milhdes de geracdes e os parametros amostrados a cada 100 geracGes. A arvore de
consenso foi calculada ap6s a remocéo das primeiras 3.000 arvores, que foram consideradas
como “burn-in”. Apenas os valores de probabilidade posterior (PP) acima de 50% foram

projetados nos ramos da arvore de consenso.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Caracteristicas gerais das matrizes

As caracteristicas gerais das matrizes e modelos selecionados estdo listadas nas
Tabelas 2 e 3. A matiz mais variavel foi ITS (DNA nuclear), seguida por rpS16 e trnL-F
(DNA plastidial), respectivamente. Em termos de qualidade de informacdo, os indices de
consisténcia (IC) e retencdo (IR) para as matrizes individuais das regides do DNA plastidial
(rpS16 e trnL-F) tiveram resultados semelhantes e levemente melhores que a matriz do DNA
nuclear (ITS). Foi possivel recuperar os relacionamentos com alto suporte para algumas das
espécies analisadas, observando o agrupamento da maioria das espécies em politomias. Nas
analises individuais, clados com alto suporte foram recuperados apenas para ITS, cuja arvore
de consenso restrito apresentou melhor resolugdo. O DNA plastidial gerou somente relagdes
com nenhum a moderado suporte. Nas analises combinadas, a analise de MV recuperou a
arvore de consenso melhor resolvida, porém com menores valores de BS. Na andlise de IB, a
resolucdo foi menor, mas foram obtidos os melhores valores de suporte. As andlises de MP
recuperaram poucos relacionamentos e foram apresentadas apenas como figuras. Todas as
analises recuperaram o monofiletismo para Catasetum com alto suporte e Clowesia como seu
clado irméo. Entretanto, a organizagédo dos relacionamentos entre os grupos externos diferiu
entre as trés regides individuais. Ndo encontramos evidéncias de monofiletismo para as
divisdes e subdivisdes infragenéricas tradicionalmente propostas para Catasetum, nem para as

demais caracteristicas morfoldgicas listadas na Tabela 1.
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Tabela 2 - Parametros para a analise de maxima parsimonia das matrizes de sequéncias nucleotidicas das regiGes

individuais (TS, rpS16 e trnL-F) e combinadas (DNA plastidial e total) neste estudo.

Parametros ITS rpS16 trnL-F  Plastidial  Total
Numero de taxons analisados 105 105 91 91 91
Comprimento alinhado (pb) 627 709 1221 1930 2557
Numero de caracteres constantes 343 575 1078 1671 2034
Caracteres varidveis ndo-informativos (%) 112 (17,9) 68(9,6) 78(6,4) 149 (7,7) 270(10,6)
Caracteres potencialmente informativos (%) 172 (27,4) 66(9,3) 65(53) 110(5,7) 253(9,9)
NUmero de arvores mais parsimoniosas 7 10 21 23 38
Numero de passos 490 171 183 332 781
indice de consisténcia (CI) 0.7265 0.8655 0.8962 0.8584 0.7836
indice de retengéo (RI) 0.9046 0.9538 0.9393 0.9123 0.8687

Tabela 3 - Parametros para as andlises de maxima verossimilhanga e inferéncia bayesiana das matrizes de

sequéncias nucleotidicas das regides individuais (ITS, rpS16 e trnL-F) e combinadas (DNA plastidial e total)

neste estudo.

Parémetros ITS rpS16 trnL-F Plastidial Total
Numero de taxons analisados 105 105 91 91 91
Melhor modelo selecionado - AIC  GTR+G  GTR+G GTR+G GTR+G GTR+G
Melhor modelo selecionado - BIC GTR+G GTR+1+G GTR+1+G - -
Frequéncia de adenina 0.2086 0.4330 0.3978 0.4094 0.3594
Frequéncia de citosina 0.2688 0.1181 0.1112 0.1162 0.1532
Frequéncia de guanina 0.3312 0.1499 0.1383 0.1444 0.1937
Frequéncia de timina 0.1915 0.2990 0.3527 0.3299 0.2937
Valor-o da distribui¢do gama 0.6770 0.7040 0.2360 0.3170 0.3500

Valor de -InL

3348.5383  1955.9278

2687.7578 4517.8456 8011.4848




27

2.3.2 Andlises individuais

ITS - A matriz gerada para a regido ITS foi a mais informativa, com 27,4% de caracteres
potencialmente informativos. As sequéncias variaram de 588 a 612 pares de bases. Catasetum
foi monofilético e irmdo de Clowesia, ambos com alto suporte. Quatro dicotomias foram
recuperadas na arvore de consenso restrito (Figuras 2 e 3). O clado basal (C. viridiflavum - C.
macroglossum) apresentou alto suporte e incluiu espécies do México, América Central,
Colémbia e Equador. As subdivisbes para este grupo obtiveram baixo suporte. O segundo
clado (C. longifolium + C. discolor + C. lucis) teve alto suporte e incluiu duas espécies
amplamente distribuidas na Amazonia e uma espécie endémica para a Colémbia (Amazonia
Andina). O terceiro clado (C. ciliatum - C. planiceps) incluiu trés espécies amazénicas. O
quarto clado (C. cirrhaeoides - C. triodon), que incluiu a maioria das espécies, todas da
América do Sul (biomas Amazonia, Mata Atlantica e Cerrado), ndo obteve suporte. Este clado
apresentou subdivisdes com baixo ou nenhum suporte. O restante dos relacionamentos

colapsou em uma politomia contendo 20 espécies.
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Catasetum arietinum
Catasetum albovirens
Catasetum blackii
Catasetum callosum
Catasetum carolinianum
Catasetum confusum
Catasetum dupliciscutulatum
Catasetum franchinianum
Catasetum fuchsii
Catasetum galeritum
Catasetum garnettianum
Catasetum gladiatorium
Catasetum lanciferum
Catasetum spitzii
Catasetum vinaceum
Catasetum ariquemense
Catasetum cirrhaeoides
Catasetum complanatum
Catasetum cristatum
Catasetum kraenzlinianum
Catasetum pulchrum
Catasetum rivularium
Catasetum semicirculatum
Catasetum tenebrosum
Catasetum denticulatum
Catasetum schunkei
Catasetum tigrinum
Catasetum aculeatum
Catasetum atratum
Catasetum barbatum
Catasetum bicolor
Catasetum boyi
Catasetum cernuum
Catasetum ciliatum
Catasetum aff. ciliatum
Catasetum ferox
Catasetum fimbriatum
Catasetum gardneri
Catasetum gnomus
Catasetum hookeri
Catasetum hopkinsonianum
Catasetum incurvum
Catasetum juruenensis
Catasetum kleberianum
Catasetum labiatum
Catasetum luridum
Catasetum macrocarpum
Catasetum maranhense
Catasetum matogrossense
Catasetum mattosianum
Catasetum multifidum
Catasetum multifissum
Catasetum ochraceum
Catasetum osakadianum
Catasetum osculatum
Catasetum parguazense
Catasetum pileatum
Catasetum planiceps
Catasetum punctatum
Catasetum purum
Catasetum rodigasianum
Catasetum rolfeanum
Catasetum rooseveltianum
Catasetum saccatum
Catasetum schmidtianum
Catasetum socco
Catasetum stenoglossum
Catasetum triodon
Catasetum tuberculatum
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Catasetum discolor
Catasetum lucis
Catasetum longifolium
Catasetum viridiflavum
Catasetum laminatum
Catasetum tabulare
Catasetum integerrimum
Catasetum maculatum
Catasetum pendulum
Catasetum expansum
Catasetum macroglossum
Clowesia rosea

Clowesia russelliana
Clowesia warczewiczii
Mormodes aurantiaca
Mormodes castroi
Mormodes elegans
Mormodes paraensis
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Figura 2 - Arvore de consenso restrito baseada na analise de maxima parsiménia dos fragmentos isolados para a

regido ITS (DNA nuclear). Valores de bootstrap >50% mostrados acima dos ramos.
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Figura 3 - Arvore de consenso restrito baseada na analise de méaxima verossimilhanca dos fragmentos isolados

para a regido ITS (DNA nuclear). Valores de bootstrap >50% mostrados acima dos ramos. Espécies com

posicionamento distinto entre as diferentes regiGes analisadas em vermelho.
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rpS16 - A matriz gerada para a regido rpS16 néo foi a menos informativa (9,3% de caracteres
potencialmente informativos), mas apresentou a menor resolugcdo para Catasetum. As
sequéncias variaram de 563 a 635 pares de bases. Nessa regido também houve a confirmacéo
com alto suporte do monofiletismo de Catasetum e sua posicdo como grupo-irmao de
Clowesia. A topologia da &rvore de consenso apresentou quatro dicotomias, porém as
espécies destes clados colapsaram em politomias. Os poucos relacionamentos recuperados
obtiveram baixo suporte. A politomia basal (C. atratum - C. triodon) apresentou 10 espécies
do bioma Mata Atlantica (litoral da América do Sul). A segunda politomia (C. arietinum - C.
viridiflavum) apresentou 7 espécies, sendo 4 espécies do México e América Central (C.
integerrimum, C. maculatum, C. pendulum e C. viridiflavum), uma espécie do Cerrado (C.
arietinum), uma espécie da Amazénia (C. multifissum) e uma espécie da Mata Atlantica (C.
punctatum). Os trés ultimos biomas pertencem a América do Sul. A terceira dicotomia foi
composta apenas por C. tabulare (espécie colombiana). A politomia terminal (C. expansum -
C. vinaceum) apresentou 62 espécies e duas sub-divisdes com baixo suporte, onde todas as

espécies distribuem-se pelos diversos biomas da América do Sul.
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Figura 4 - Arvore de consenso restrito baseada na analise de maxima parsiménia dos fragmentos isolados para a

regido rpS16 (DNA plastidial). Valores de bootstrap >50% mostrados acima dos ramos.
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Figura 5 - Arvore de consenso restrito baseada na analise de méaxima verossimilhanca dos fragmentos isolados

para a regido rpS16 (DNA plastidial). Valores de bootstrap >50% mostrados acima dos ramos.
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trnL-F - A matriz gerada para a regido trnL-F foi a menos informativa (5,3% de caracteres
potencialmente informativos), embora tenha o maior nimero de caracteres. As sequéncias
apresentaram uma forte variacdo no comprimento, sendo o menor de 378 pb (Cycnoches
haagii) e 0 maior de 1.108 pb (Catasetum arietinum). Dois fragmentos foram considerados
ndo-alinhdveis (26 pb e 34 pb, totalizando 60 pb) e retirados do alinhamento. Um indel
autapomorfico para C. arietinum (55 pb) também foi retirado do alinhamento. Catorze
amostras apresentaram produtos de PCR heterogéneos (bandas duplas) para esta regido
(Catasetum laminatum, C. garnettianum, C. tigrinum, Mormodes paraensis, M. aurantiacum,
M. warszewiczii, M. tapoayensis, Cycnoches cooperi, Cyc. egertonianum, Cyc. loddigesii,
Cyc. pentadactylon, Grobya fascifera, Gr. galeata e Cyanaeorchys arundinae) e foram
excluidas das analises individual e combinadas (MP, MV e IB). Este resultado sugere a
ocorréncia de anelamento do marcador em diferentes genes (sitios homdlogos) ou a presenca
de genes duplicados para esta regido em Catasetinae, as quais denominamos de "cépia curta"
e "copia longa" em referéncia aos diferentes comprimentos destes fragmentos.

A topologia obtida através de MV para 0s grupos externos e para Catasetum foi
incongruente com as demais regides analisadas, nas quais o tamanho dos fragmentos
amplificados parece ter influenciado o resultado (Figuras 6 e 7). O parafiletismo observada
para Clowesia provavelmente foi resultante do fato de duas espécies (CI. rosea e CI.
warczewiczii) apresentarem cépias curtas (444 e 453 pb, respectivamente) e Cl. russelliana
apresentar copia longa (995 pb). Mormodes spp. e Cycnoches haagii apresentaram apenas
copias curtas, agrupando com as duas espécies de Clowesia com copias curtas. Catasetum
spp., Galeandra spp., Dressleria eburnea e Grobya amherstiae apresentaram cépias longas,
resultando em posi¢des incongruentes com as demais regides analisadas em Catasetinae.
Houve a confirmacdo do monofiletismo de Catasetum com alto suporte. Quanto as relacdes
infragenéricas em Catasetum, todos os clados obtiveram baixo ou nenhum suporte. A
topologia da arvore de consenso apresentou 8 dicotomias. Os 7 primeiros clados incluiram 23
espeécies provenientes do México, Américas Central e do Sul. O clado terminal (C. aculeatum
- C. vinaceum) incluiu apenas espécies Sul Americanas, distribuidas em dois subclados com
baixo suporte (C. aculeatum - C. tuberculatum e C. confusum + C. osakadianum) e uma

politomia contendo 33 espécies.
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Figura 6 - Arvore de consenso restrito baseada na analise de maxima parsimonia dos fragmentos isolados para a

regido trnL-F (DNA plastidial). Valores de bootstrap >50% mostrados acima dos ramos.
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Figura 7 - Arvore de consenso restrito baseada na analise de méaxima verossimilhanca dos fragmentos isolados

para a regido trnL-F (DNA plastidial). Valores de bootstrap >50% mostrados acima dos ramos.
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2.3.3 Anélises combinadas

DNA plastidial - A matriz gerada para as regides combinadas (rpS16 + trnL-F) do DNA
plastidial foi menos variavel e informativa quando comparada a Unica regido de DNA nuclear
analisada (Figuras 8 e 9). Nao foi possivel confirmar o monofiletismo para Clowesia e
Grobya amherstiae ficou em posicdo conflitante em relacdo as analises isoladas. Entretanto, o
monofiletismo para Catasetum e sua posi¢do como clado-irméo de CI. russelliana obteve alto
suporte. O clado basal (C. pendulum - C. multifissum) ndo apresentou suporte e incluiu 11
espécies da Mata Atlantica, uma do México (C. pendulum), uma do Cerrado (C. arietinum) e
uma da Amazénia (C. multifissum). Ele foi seguido na cladogénese por espécies do México,
Ameérica Central e América do Sul. O clado terminal (C. aculeatum - C. vinaceum) incluiu a
maioria das espécies, todas da Amérca do Sul (biomas Amazonia e Cerrado), sem suporte.
Este clado apresentou trés subdivisdes com baixo suporte e uma sem suporte. O restante dos
relacionamentos colapsou em uma politomia com 29 espécies. O relacionamento C.
macroglossum + C. expansum foi o Unico com suporte moderado nesta arvore. Alguns ramos
recuperados para ITS ndo estiveram presentes na topologia da arvore de DNA plastidial. O
clado formado por C. punctatum + C. pendulum apresentou-se incongruente com a topologia
obtida para ITS. A discrepancia refere-se a C. pendulum que esteve posicionado em um clado

com alto suporte para ITS.
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Figura 8 - Arvore de consenso restrito baseada na anéalise de maxima parsimdnia dos fragmentos combinados

para as regides rpS16 e trnL-F (DNA plastidial). VValores de bootstrap >50% mostrados acima dos ramos.
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Figura 9 - Arvore de consenso restrito baseada na analise de maxima verossimilhanca dos fragmentos
combinados para as regides rpS16 e trnL-F (DNA plastidial). Valores de bootstrap >50% mostrados acima dos

ramos. Espécies com posicionamento distinto entre as diferentes regides analisadas em vermelho.
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DNA total - As arvores baseadas na combinagdo dos loci nuclear e plastidial foram mais
resolvidas e congruentes com os dados das matrizes isoladas (Figuras 10 e 11). Estas analises
combinadas (MV e IB) apresentaram relacionamentos similares e ndo recuperaram nenhum
relacionamento infragenérico que nao tenha sido observado nas matrizes de dados isolados.
Entretanto, alguns relacionamentos das analises individuais (nenhum com alto suporte) ndo
foram confirmados nas analises combinadas. Isto pode ter ocorrido principalmente devido ao
conflito entre as topologias dos diferentes loci. Os grupos externos estiveram distribuidos da
seguinte maneira: Grobya amherstiae + Galeandra spp. (baixo suporte), seguido pelo clado
Dressleria eburnea + Cycnoches spp. + Mormodes spp. (alto suporte) e o clado Catasetum
spp. + Clowesia spp. (alto suporte). O monofiletismo de Catasetum foi fortemente suportado
nas analises de MP, MV e IB. O clado incluindo C. macroglossum - C. viridiflavum foi irmao
dos demais Catasetum com alto suporte na MP, MV e IB. Este clado incluiu espécies
distribuidas do México ao Norte dos Andes, sugerindo que a linhagem ancestral de Catasetum
tenha surgido nesta regido. O clado C. punctatum - C. arietinum ndo apresentou suporte na
MV e IB. Ele inclui 13 espécies da América do Sul (11 espécies da Mata Atlantica, C.
arietinum do Cerrado e C. multifissum da Amazonia). Quando analisado sem C. punctatum
(apresentou incongruéncia com suporte entre as analises nuclear e plastidial), o subclado C.
atratum - C. socco aumentou o valor de suporte para 66% na MV. O clado C. ochraceum + C.
planiceps incluiu duas espécies do Escudo das Guianas sem suporte em ambas as analises. C.
ciliatum ndo obteve posicdes congruentes e suporte. O clado amazonico C. longifolium + C.
discolor + C. lucis teve alto suporte em ambas anélises, mas posi¢des incongruentes também.
O clado terminal (C. maranhense - C. gardneri ou C. ciliatum) ndo obteve suporte na MV e
suporte moderado na IB. Ele incluiu a maioria das espécies, as quais sdo exclusivas da
Amazonia e Cerrado da América do Sul (exceto C. bicolor que pode ser encontrado da
Amazoénia até o Panamd). Este grande clado apresentou subdivisGes com baixo ou nenhum
suporte na MV e alguns relacionamentos com alto suporte na IB. Algumas incongruéncias
podem ser observadas, mas ndo apresentam suporte em uma ou ambas andlises. C.
denticulatum + C. schunkei e C. osculatum + C. saccatum foram os Unicos relacionamentos
com suporte em ambas analises. O restante dos relacionamentos colapsou em uma politomia

com 10 especies na MV e 25 na IB.
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Figura 10 - Arvore de consenso restrito baseada na analise de méaxima parsiménia dos fragmentos combinados

para as regides ITS, rpS16 e trnL-F (DNA total). Valores de bootstrap >50% mostrados acima dos ramos.
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Figura 11 - Arvores de consenso restrito baseadas nas analises de maxima verossimilhanca (esquerda) e

inferéncia bayesiana (direita) dos fragmentos combinados para as regifes ITS, rpS16 e trnL-F (DNA total).

Valores de bootstrap e probabilidade posterior > 50% mostrados acima dos ramos. Espécies em: Roxo -

subgénero Pseudocatasetum; Laranja - subgénero Catasetum, secdo Anisoceras; Verde - secdo Isoceras,

subsecdo Isoceras; Vermelho - subsecdo Convergentes; Azul - subsecdo Divaricatae; Preto - secdo Isoceras,

subsecdo incerta.
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Sugerimos uma atualizagdo das subdivisdes da secdo Isoceras na Figura 11. De acordo
com nossas arvores de anélises combinadas, o tamanho, a espessura e 0 posicionamento dos
estaminodios sobre o labelo parecem ser caracteristicas mais importantes que a disposi¢édo
entre os estaminodios. Espécies da subsecdo Divaricatae foram caracterizadas por
estaminodios longos e grossos que tocam o labelo na maior parte de seu comprimento. A
subsecdo Isoceras tem estaminodios mais curtos e finos que tocam o labelo (principalmente o
callus basal) somente com seus apices. A subsecdo Convergentes também tem estaminddios
curtos e finos, mas ndo tocam o labelo. Um quarto grupo morfologico (espécies em preto) foi
observado com as mesmas caracteristicas da sub-secdo Isoceras, mas sem 0s estaminddios

dispostos proximamente.

2.4 DISCUSSAO

Os tdxons em Catasetinae apresentam caracteristicas morfolégicas e ecolégicas muito
heterogéneas. Catasetum compartilna apenas a distribuicdo Neotropical com as demais
Catasetinae e tem a presenca de estaminddios modificados em antenas nas flores masculinas
como principal caracteristica distintiva (e.g., BATISTA et al., 2014; ROMERO;
CARNEVALLI, 2009). As andlises combinadas sdo consistentes com estudos prévios em
Catasetinae (e.g., PEREZ-ESCOBAR et al., 2016), confirmando a posicdo de Catasetum
como grupo-irmdo de Clowesia. Catasetum emerge como monofilético em todas as analises,
porém os dados moleculares ndo sdo suficientes para elucidar completamente as relagdes
dentro deste género. A rapida diversificacdo em orquideas pode ser responsavel por isto. De
fato, a baixa variacdo dos nucleotideos entre regides comumente estudadas tem sido
recorrentemente registrada para Catasetinae, como em Galeandra e Mormodes (MONTEIRO
et al., 2010; SALAZAR et al., 2016), e outras Cymbidieae (e.g., WHITTEN et al., 2007,
KOEHLER et al., 2008; CHASE et al., 2009; NEUBIG et al., 2009).

Apesar das divergéncias entre as matrizes das regides ITS e DNA plastidial em
Catasetum, as topologias das arvores das duas regides de DNA plastidial (i.e., rpS16 e trnL-F)
sdo congruentes. As divergéncias, assim como a ocorréncia de bandas multiplas na
amplificagdo da regido trnL-F, haviam sido previamente registradas para outra Catasetinae
(SALAZAR et al., 2016) e outras Cymbidieae (e.g., WHITTEN; WILLIAMS; CHASE, 2000;
WHITTEN et al., 2005, 2007; KOEHLER et al., 2008). De acordo com Pérez-Escobar,
Balbuena e Gottschling (2016), a incongruéncia entre topologias nos diferentes loci (i.e.,
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nuclear e plastidial) pode ser resultado de uma evolucdo divergente, revelando diferentes
historias evolutivas e taxas de substituicéo.

As sinapomorfias morfologicas tradicionalmente utilizadas para definir as subdivisfes
em Catasetum ndo sdo consistentes com a filogenia baseada em dados moleculares. Nenhum
dos grupos considerados em classificacdes prévias é monofilético nas anélises individuais e
combinadas. Portanto, a cladogénese contrastou com a circunscricéo infragenérica baseada na
morfologia dos estaminddios, como previamente proposto por Rolfe (1891), Mansfeld
(1932a, 1932b), Bicalho e Barros (1988) e Senghas (1990, 1991). As caracteristicas dos
estaminddios parecem ter sofrido varias reversdes de carater ou podem ter evoluido
independentemente neste género. As cinco espécies pertencentes ao subgénero
Pseudocatasetum (C. longifolium, C. discolor, C. ciliatum, C. aff. ciliatum e C. gardneri)
estdo posicionadas em clados separados. Somente C. longifolium e C. discolor estdo no
mesmo clado. As 14 espécies da secdo Anisoceras (subgénero Catasetum) estdo segregadas:
sete espéecies no clado basal e sete na politomia do clado terminal. As 58 espécies da se¢do
Isoceras também emergem em clados separados. Até mesmo as espécies da “alianca C.
cristatum”, que exibem grande similaridade morfolégica (e.g., FRANKEN; PANSARIN;
PANSARIN, 2016), estdo inseridas em subclados distintos entre os Catasetum mais
derivados. Entretanto, alguns clados podem ser definidos por sua distribuicdo geografica.
Segundo Batista et al. (2014), o padrdo geografico parece ser a Unica caracteristica nao-
molecular unindo as Catasetinae, em detrimento da similaridade morfolégica. Mormodes spp.
e Galeandra spp. também apresentaram padréo geografico de especiacdo, porém relacionado
a morfologia. Em Galeandra, Monteiro et al. (2010) observaram um subclado com espécies
Sul Americanas e outro com espécies mexicanas. Em Mormodes, Salazar et al. (2016)
observou que as trés secOes apresentavam estrutura geografica.

O clado C. macroglossum - C. viridiflavum, com distribuigéo entre o México, América
Central e Norte dos Andes, é epifito com inflorescéncias eretas (exceto C. pendulum) e
grandes flores, cujos estaminddios sdo bem desenvolvidos e assimétricos. As espécies
inclusas nesse clado (i.e., C. expansum, C. integerrimum, C. macroglossum, C. maculatum, C.
pendulum, C. tabulare e C. viridiflavum) s&o polinizadas pelos grandes machos de Eulaema
(DODSON, 1962; HILLS et al., 1972; JANZEN, 1981; ACKERMAN, 1983; WARFORD;
HARRELL, 1996). Caracteristicas compartilhadas entre os clados Sul Americanos mais
derivados sdo: habito terricola, inflorescéncias arqueadas ou pendentes, estaminddios
simétricos ou rudimentares, e flores médias ou pequenas polinizadas por Eufriesea e

Euglossa, respectivamente. Romero (1990) supbs que os estaminddios desenvolvidos seriam
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derivados em Catasetum. Entretanto, nossos resultados sugerem estaminddios bem
desenvolvidos e assimétricos, onde apenas um é funcional, como carater plesiomorfico neste
género. A tendéncia de reducao no tamanho das flores parece ser uma adaptacéo a polinizagédo
por Euglossa, que tem 0 menor tamanho e é a euglossine mais derivada e diversa (RAMIREZ
etal., 2010).

Apesar das politomias geradas, muitos relacionamentos podem ndo ter emergido
devido a eventos de especiacdo que obscurecem a cladogénese, como a introgressao,
separacdo incompleta de linhagens e evolucéo reticulada (e.g., MADDISON, 1997; LINDER,;
RIESEBERG, 2004). Todos esses eventos podem gerar discordancias genealdgicas entre os
diferentes loci, como as que encontramos em nossos resultados. A hibridizacéo natural é um
fendmeno particularmente comum em Catasetum (ROMERO; CARNEVALI, 1992). Este é
um modo rapido de diferenciacdo fenotipica e especiacdo (e.g., ABBOTT et al., 2010),
apresentando um papel importante na histdria evolutiva deste género, provavelmente o mais
importante processo de diversificacdo para Catasetum. N&o existem registros de hibridos
naturais de Catasetum para as espécies do México e América Central (e.g., WARFORD;
HARRELL, 1996). Entretanto, hibridizacdes e retrocruzamentos ocorrem em alta frequéncia
entre as espécies Sul Americanas, onde encontra-se a maior diversidade do género (e.g.,
MIRANDA; LACERDA, 1992). Nessas espécies, as barreiras de isolamento reprodutivo sdo
frequentemente frageis, tendo em vista o grande nimero de hibridos naturais registrados (e.g.,
DODSON, 1962; ROMERO; CARNEVALI, 1990, 1991a, 1991b; PETINI-BENELLI, 2014).
Catasetum, como a maioria das orquideas (e.g., van der PIJL; DODSON, 1966), tem barreiras
pré-polinizacdo como principal fator evitando a ocorréncia de hibridiza¢cdes naturais. As
barreiras conhecidas para este género sdo morfolégicas (polinario depositado em diferentes
locais no corpo do polinizador e incompatibilidade entre o tamanho da flor e polinizador),
fenologica (separacdo temporal na época de floragcdo) ou etoldgica (especificidade de
polinizador como resultado das preferéncias inatas em diferentes sinais olfativos produzidos
de acordo com a espécie). Barreiras pos-polinizacdo nao sdo conhecidas para Catasetum.

As linhagens hibridas produzidas pelo restabelecimento do fluxo génico entre
diferentes espécies, seja porque as barreiras ndo estdo completamente formadas ou foram
quebradas (geralmente por acdo antropogénica), podem divergir dos ancestrais (especiacdo
hibrida) ou integrar-se a eles (introgressdo adaptativa). A especiacdo dos hibridos € possivel
devido a adaptagdo a um novo nicho de polinizagdo (e.g., SCHIESTL; SCHLUTER, 2009).
Logo, pequenas mudangas no perfil quimico das fragrancias florais que levem & mudanca na

espéecie do polinizador, resultam em interrup¢do no fluxo génico e isolamento reprodutivo
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imediato entre linhagens (e.g., van der NIET; PEAKALL; JOHNSON, 2014). A evolucao das
barreiras é fundamental, sendo a nova linhagem hibrida ird colapsar através do fluxo génico
com seus ancestrais. Esta assimilagcdo genética pode contribuir com a perda da diversidade de
especies. Segundo Wolf, Takebayashi e Rieseberg (2001), hibridizacbes podem levar a
extincdo de populagdes ou espécies rapidamente. Esta complexa histdria evolutiva nos impede

de prever as tendéncias futuras para a atual diversidade de Catasetum.
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3.1 INTRODUCAO

O género Catasetum L. C. Rich. ex Kunth (Orchidaceae) tem aproximadamente 130
especies distribuidas principalmente na regido tropical das Américas Central e Sul
(ROMERO; CARNEVALLI, 2009). A maioria das espécies ocorre na Amazonia Brasileira,
onde o género é bem representado (e.g., MIRANDA; LACERDA, 1992). As espécies de
Catasetum sao praticamente indistinguiveis quanto a morfologia vegetativa. As flores
normalmente sdo unissexuais (estaminadas ou pistiladas) com morfologia distinta (heterantia)
e determinacgdo sexual de acordo com as caracteristicas ambientais e nutricionais do individuo
(GREGG, 1975; ROMERO; NELSON, 1986; ZIMMERMAN, 1991; ROMERO, 1992;
GERLACH, 2007, 2013). O género tem como caracteristica distintiva a presenca de dois
estaminodios modificados anteriores a coluna em flores masculinas, cuja funcao consiste em
ejetar o polinério contra o corpo do polinizador no momento da visita.

As flores de Catasetum ndo oferecem nenhum tipo de recurso alimentar aos seus
polinizadores. Elas produzem apenas fragrancias florais (6leos volateis), que atuam tanto
como elemento de atracdo como recurso floral aos seus polinizadores. Estes 6leos volateis sdo
produzidos em estruturas denominadas osméforos (VOGEL, 1962). Em Orchidaceae, dois
tipos de osmoforos tém sido registrados: epidermal e glandular. Os osmdforos epidermais sdo
formados por uma Unica camada de células epidermais ndo diferenciadas ou papilas
uni/multicelulares (e.g., TEIXEIRA; BORBA; SEMIR, 2004; PANSARIN; CASTRO;
SAZIMA, 2009). Os osmoforos glandulares tém estrutura mais complexa, formados por uma
epiderme e vérias camadas de parénquima subjacente (e.g., EFFMERT et al., 2006). Ambos
0s tipos ocorrem frequentemente em regides modificadas do perianto. Algumas vezes eles néo
sdo morfologicamente perceptiveis, em outros casos eles sdo distinguiveis apenas por
diferentes coloragdes nos locais onde estdo situados nas flores (e.g., VOGEL, 1990). As
células dos osmoforos possuem nucleo grande, citoplasma denso, grande quantidade de amido
e alto nimero de mitocondrias e outras organelas. A maioria destas caracteristicas €
encontrada em tecidos com alta atividade metabdlica, o que esta relacionada ao processo
secretor (FAHN, 2000).

Ha mais de 50 anos é conhecido que as espécies de Catasetum sdo polinizadas por
machos de abelhas Euglossini, que coletam fragrancias nas flores (VOGEL, 1963). Neste
caso, 0s compostos presentes nas fragrancias séo coletados com uma estrutura de pélos duros
presente em suas pernas anteriores e armazenados em suas tibias traseiras (e.g., ELTZ et al.,

1999). Essas fragrancias consistem principalmente de uma variedade de terpendides e
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aromaticos que geralmente possuem composi¢do espécie-especifica (e.g., HILLS;
WILLIAMS; DODSON, 1972). Durante a coleta da fragrancia, as abelhas tocam
acidentalmente os estaminodios das flores masculinas, ativando o mecanismo de ejecdo do
polinario, que é depositado no corpo da abelha. Quando esta visita uma flor feminina, pode
ocorrer a deposi¢do das polinias na cavidade estigmatica (e.g., DODSON, 1962; DRESSLER,
1968). A localizacdo do osmoforo e a arquitetura floral sdo fundamentais para o sucesso no
processo de polinizacdo e consequente formacdo do fruto, orientando o posicionamento
correto do polinizador abaixo da coluna para a deposicao do polinario.

Estudos sobre estrutura anatbmica dos osmoforos tém sido conduzidos em poucas
espécies de varios géneros de orquideas nao relacionados. O trabalho mais completo foi
realizado por Vogel (1990), com a descricdo da anatomia floral de diversas orquideas,
incluindo trés espécies de Catasetum. Apenas dois trabalhos com Stanhopeinae e outro com
Catasetinae investigaram as variacdes anatdmicas infragenéricas destas glandulas florais e
relacionaram seu contexto evolutivo. Curry et al. (1991) observaram que a pressdo seletiva
favoreceu o desenvolvimento de osmoforos mais elaborados e a reducdo do namero de flores
na inflorescéncia de Stanhopea spp. Pansarin, Pansarin e Sazima (2014) observaram que
apenas a morfologia floral e a distribuicdo dos osmdéforos no labelo variaram entre as espécies
de Cirrhaea. Uribe-Holguin (2016) observou que a distribuicdo de alguns estados de carater
anatdomicos em Cycnoches spp. indicam potenciais sinapomorfias dentro do género.

Desde o trabalho de Vogel (1963), apenas um artigo sobre as glandulas florais de
Catasetum foi publicado como parte desta tese por Franken, Pansarin e Pansarin (2016), no
qual foram descritos os osmdforos do grupo "Catasetum cristatum™. N&o existem informacdes
disponiveis sobre a diversidade do tecido secretor para todo o género Catasetum, nem sobre a
evolucdo das estruturas secretoras. Baseado nesses argumentos, este capitulo descreve a
diversidade de osmdforos para Catasetum, detalhando as estruturas e os tecidos envolvidos na
secrecdo de fragrancias. Utilizando as arvores filogenéticas obtidas na secdo 2 desta tese, foi

possivel inferir a evolucao das varia¢des anatdmicas florais em Catasetum.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Quarenta e uma especies de Catasetum foram analisadas (Tabela 1). Os espécimes
foram coletados em areas naturais do Brasil ou comprados em orquidarios comerciais e
cultivados no Orquidario do Laboratério de Biologia Molecular e Biossitematica de Plantas

(LBMBP-FFCLRP-USP). Em alguns casos, mais de um individuo com a mesma procedéncia
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foi analisado. O material testemunho encontra-se depositado no laboratério supracitado e
registrado no SpeciesLink. As caracteristicas morfoldgicas foram examinadas sob
estereomicroscopio binocular. Para isto, foram utilizadas flores masculinas e femininas
frescas ou fixadas em solucéo de formaldeido-acido acético-etanol (FAA 50%) e armazenadas
em solucdo de etanol 50%. Para determinar a localizagcdo dos osmdéforos em cada espécie,
apenas as flores frescas foram utilizadas, sendo coletadas durante a produgéo da fragrancia (2
a 5 dias apds a antese, no periodo diurno) de cada exemplar. Elas foram imersas em Vermelho
Neutro Aquoso 0,1% (agua/volume) por 1-24 horas (VOGEL, 1962). Adicionalmente, 0s
labelos foram longitudinalmente seccionados com lamina e imersos em solugéo de Lugol 1%
por 1-10 min para localizar o tecido secretor através da presenca de amido. Os testes
histoquimicos para confirmar a natureza da secrecdo foram realizados em sec¢Oes
longitudinais e transversais do labelo e corados com Vermelho de Sudéo Il ou IV (PEARSE,
1985) e Lugol 1% (HINCHMAN, 1973). As solucdes alcodlicas Vermelho de Sudéo Il e IV
apresentam alta afinidade com lipideos, corando as goticulas de 6leo imersas no citosol de
vermelho-alaranjado. A solucdo de Lugol 1% reage com o amido contido nos amiloplastos,
produzindo coloracdo azul escuro-preta como resultado da ligacdo entre o amido e o iodo
contido na solugdo. As observagfes anatémicas utilizaram microscopio de luz Leica DM500.
Imagens com no minimo 600 dpi de resolugdo foram capturadas com camera digital (modelo
Leica ICC50) acoplada ao microscopio. A terminologia utilizada para a morfologia das
células epidérmicas estd de acordo com Koch et al. (2008) e dos apéndices epidérmicos de
acordo com Werker (2000). As espécies anatomicamente descritas por Franken, Pansarin e
Pansarin (2016) constam no Apéndice 1 e ndo seréo redescritas aqui. A cladogénese utilizada
obedece a arvore combinada total recuperada através da andlise de inferéncia bayesiana
apresentada na secdo 2 desta tese. Esta arvore apresentou quatro clados, denominados nesta
secdo por Clado A (C. macroglossum - C. viridiflavum), B (C. punctatum - C. arietinum), C

(C. ochraceum + C. planiceps) e D (C. maranhense - C. ciliatum).

Tabela 1 - Espécies analisadas, procedéncia (Estados brasileiros ou orquidario comercial - oc), clado
filogenético, sexo da flor (Masculina/Feminina), nimero de exemplares analisados (N), preservacdo da amostra e

niimero do voucher.

Espécie Procedéncia Clado Sexo N Preservacdo Voucher
Catasetum albovirens Barb.Rodr. PA D M 1 Fresca 960
Catasetum atratum Lindl. SC B M 1 Fresca 897
Catasetum bicolor Klotzsch oc D M 1 Fresca 971
Catasetum boyi Mansf. RO D M 1 Fresca 925



Catasetum cernuum (Lindl.) Rchb.f.
Catasetum aff. ciliatum

Catasetum ciliatum Barb.Rodr.

Catasetum cirrhaeoides Hoehne

Catasetum complanatum Miranda & Lacerda
Catasetum confusum Romero

Catasetum denticulatum Miranda

Catasetum discolor (Lindl.) Lindl.
Catasetum dupliciscutulatum Senghas
Catasetum expansum Rchb.f.

Catasetum fimbriatum (Morren) Lindl.

Catasetum fuchsii Dodson & Vasquez
Catasetum gardneri Schltr.

Catasetum gnomus Linden & Rchb.f.

Catasetum hopkinsonianum Carr & Castro
Catasetum integerrimum Hook.
Catasetum juruenensis Hoehne

Catasetum luridum (Link) Lindl.

Catasetum macrocarpum Rich. ex Kunth

Catasetum macroglossum Rchb.f.
Catasetum maranhense Lacerda & Silva
Catasetum matogrossense Bicalho
Catasetum mattosianum Bicalho
Catasetum ochraceum Lindl.

Catasetum osculatum Lacerda & Castro

Catasetum parguazense Romero & Carnevali
Catasetum pileatum Rchb.f.

Catasetum planiceps Lindl.

Catasetum pulchrum N.E.Brown

Catasetum purum Nees & Sinning
Catasetum rooseveltianum Hoehne
Catasetum saccatum Lindl.

Catasetum schmidtianum Miranda & Lacerda
Catasetum socco (Vell.) Hoehne

Catasetum tenebrosum Kraenzl.

Catasetum vinaceum (Hoehne) Hoehne
Catasetum viridiflavum Hook.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracteristicas gerais

A morfologia do labelo das flores masculinas é muito diversificada estre as espécies
de Catasetum. De modo geral, o formato varia entre galeiforme, concavo, conico e lobado,
relativamente plano e alongado. Todas as espécies analisadas possuem uma cavidade
saquiforme, que ocupa completa ou parcialmente a area do labelo. As margens do labelo
variam de lisas a ciliadas. Nas flores femininas o labelo é sempre galeiforme e sem fimbrias
ou cilios nas margens. Apesar da diversidade morfoldgica observada para o labelo, os
osmoforos sempre estdo localizados em sua superficie adaxial em flores masculinas e
femininas. O tecido secretor cobre completamente esta superficie, sendo composto por uma
epiderme e vérias camadas de parénquima subepidérmico. Ap6s a camada glandular ocorrem
os feixes vasculares, o paréngquima ndo-secretor e a epiderme abaxial (Figura 1). Nas flores
masculinas, o tecido secretor pode formar estruturas glandulares como rugas (pequenas
protrusdes), espessamentos (aglomeracdes contendo maior numero de camadas) e calosidades
(dobramentos formando ornamentagdes). Estas estruturas sempre estdo posicionadas abaixo
ou entre os estaminddios da coluna. Nas demais areas do labelo, o tecido secretor é
homogéneo (contendo poucas camadas de células) e a superficie tende a ser lisa. A maioria
das espécies apresenta leves cristas (ondulagdes) em sua superficie causadas pela presenca
dos grossos feixes vasculares que fazem o transporte de metabolitos necessario para a
producdo de fragrancias (Figura 1C). Variagdes na morfologia das células epidermais foram
observadas apenas em flores masculinas. Nas poucas espécies em que obtivemos flores
femininas, a superficie adaxial sempre apresenta cristas bastante proeminentes e o tecido
secretor ndo forma estruturas glandulares (homogeneamente distribuido em poucas camadas).
Em todas as flores analisadas (masculinas e femininas) as celulas do parénquima glandular
sdo maiores que as epidérmicas e anisodiamétricas, variando em nimero de camadas de
acordo com a espécie. O parénquima ndo-secretor geralmente apresenta espacos intercelulares
que conferem um aspecto "esponjoso” a este tecido (Figura 1C). A epiderme abaxial sempre
apresenta a superficie lisa e células com superficie hemiesférica e paredes anticlinais
poligonais (Figura 1D). Idioblastos contendo rafideos foram observados no tecido secretor de

todas as espécies analisadas, exceto C. purum (Figura 1F).
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Figura 1 - Anatomia geral do labelo de Catasetum: A, Corte longitudinal em C. purum. B, Corte longitudinal em
C. bicolor. C, Corte transversal em C. planiceps. D, Detalhe da epiderme abaxial em C. matogrossense. E,
Detalhe dos feixes vasculares em C. integerrimum. F, ldioblasto contendo rafideos em C. macrocarpum. Escala:
A -D =200 pm; E - F =50 um. EAd = epiderme adaxial; PS = parénquima secretor; FV = feixe vascular; PN =
parénquima ndo-secretor; EAb = epiderme abaxial; Cr = crista.
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3.3.2 Diversidade morfolégica

Foram analisadas 4 espécies (apenas flores masculinas) para o Clado A (Figura 2). Em
C. integerrimum, C. macroglossum e C. viridiflavum o labelo galeiforme envolve os
estaminodios da coluna e suas margens sdo majoritariamente lisas. Nestas espécies a
superficie adaxial possui leves cristas percorrendo todo o labelo. Em C. integerrimum nao
ocorre a formacdo de estruturas glandulares. Em C. macroglossum existe um espessamento
com superficie lisa no apice do labelo, posicionado em frente ao apice do estaminddio
funcional. Em C. viridiflavum existe um espessamento com superficie rugosa localizado no
fundo do labelo, em frente a uma pequena cavidade saquiforme e ao &pice do estaminddio
funcional. C. expansum possui labelo relativamente plano com uma calosidade rugosa
extremamente espessa também posicionada em frente a cavidade saquiforme e ao apice do
estaminoddio funcional. As margens de seu labelo sdo levemente serrilhadas.

Foram analisadas 6 espécies (apenas flores masculinas) para o Clado B (Figuras 3 e 4).
O labelo destas espécies varia de cdncavo a galeiforme com a maior parte da extensdo de
ambos estaminddios tocando sua superficie. A superficie adaxial é majoritariamente lisa,
porém existem cristas na metade basal do labelo. C. purum e C. mattosianum também
possuem rugas nesta regido do labelo. Quatro espécies tém espessamentos no apice do labelo,
sendo rugosa em C. atratum e lisa em C. luridum, C. mattosianum e C. cernuum. C. purum
apresenta o tecido secretor homogeneamente distribuido, embora existam areas do labelo com
diferentes espessuras. Quase todas as espécies (exceto C. luridum) tém as margens do labelo
serrilhadas.

Foram analisadas as duas espécies (apenas flores masculinas de C. ochraceum e C.
planiceps) do Clado C (Figura 5). Ambas espécies tém labelo galeiforme. A superficie adaxial
é majoritariamente lisa, porém existem leves cristas na metade basal do labelo. N&o ocorre a

formac&o de estruturas glandulares. As margens dos labelos séo levemente serrilhadas.
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Figura 2 - Morfologia floral das espécies do clado A da filogenia de Catasetum: A, Vista frontal de C. expansum
com detalhe dos estaminddios assimétricos. B, Secdo longitudinal do labelo de C. expansum; acima coloragao
natural e abaixo amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. C, Vista frontal de C.
integerrimum. D, Vista lateral de C. integerrimum. E, Secdo longitudinal do labelo de C. integerrimum
evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. F, Vista lateral de C.
macroglossum. G, Secdo longitudinal do labelo de C. macroglossum evidenciando amido contido no tecido
secretor corado de preto com Lugol 1%. H, Flores de C. viridiflavum. Escala = 1 cm. CS = cavidade saquiforme;
E = espessamento do tecido secretor; C = calosidade. Fotografia H produzida por Eerika Schulz (retirado da
internet: https://www.flickr.com/photos/eerikas_bilder/5249110895).
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Figura 3 - Morfologia floral das espécies do clado B da filogenia de Catasetum: A, Vista frontal de C. atratum.
B, Secdo longitudinal do labelo de C. atratum evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto
com Lugol 1%. C, Vista frontal de C. cernuum. D, Vista lateral de C. cernuum. E, Se¢do longitudinal do labelo
de C. cernuum evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. F, Flores de C.
luridum. G, Secdo longitudinal do labelo de C. luridum evidenciando amido contido no tecido secretor corado de

preto com Lugol 1%. Escala = 1 cm. CS = cavidade saquiforme; E = espessamento do tecido secretor.
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Figura 4 - Morfologia floral das espécies do clado B da filogenia de Catasetum: A, Vista lateral de C.
mattosianum. B, Secéo longitudinal do labelo de C. mattosianum evidenciando amido contido no tecido secretor
corado de preto com Lugol 1%. C, Vista frontal de C. purum. D, Vista lateral de C. purum com labelo
seccionado. E, Secdo longitudinal do labelo de C. purum evidenciando amido contido no tecido secretor corado
de marrom com Lugol 1%. F, Vista frontal de C. socco. G, Detalhe da secdo transversal do labelo de C. socco
evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. H, Secdo longitudinal do labelo
de C. socco evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. Escala =1 cm. CS =

cavidade saquiforme; E = espessamento do tecido secretor; FV = feixes vasculares.
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Figura 5 - Morfologia floral das espécies do clado C da filogenia de Catasetum: A, Sec¢do longitudinal do labelo
de C. ochraceum evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. B, Vista frontal
de C. planiceps. C, Vista frontal de C. planiceps com labelo seccionado evidenciando os estaminddios
simétricos. D, Segdo transversal do labelo de C. planiceps evidenciando amido contido no tecido secretor corado
de preto com Lugol 1%. E, Secédo longitudinal do labelo de C. planiceps evidenciando amido contido no tecido
secretor corado de preto com Lugol 1%. F, Detalhe da secédo transversal do labelo de C. planiceps evidenciando

cristas e tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. Escala = 1 cm. FV = feixes vasculares.
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Foram analisadas vinte e nove espécies para o Clado D. A maioria dos exemplares
teve apenas flores masculinas analisadas, porém para C. fimbriatum também foram analisadas
flores femininas. A morfologia e anatomia do labelo apresentaram extensas variacdes, cujas
caracteristicas serdo descritas de acordo com o sub-clado. Para o subclado C. cirrhaeoides -
C. schunkei foram analisadas 5 espécies (Figura 6). Em C. cirrhaeoides, C. complanatum e C.
pulchrum o labelo é galeiforme com dois espessamentos do tecido secretor, um basal
posicionado abaixo dos apices unidos de seus curtos estaminodios e outro apical. A superficie
adaxial € majoritariamente lisa, porém existem leves cristas em toda a sua extensdo. As
margens do labelo séo lisas. Em C. denticulatum o labelo é concavo, apresentando dois
espessamentos, um basal rugoso posicionado abaixo dos apices unidos de seus curtos
estaminodios e outro apical liso. O restante da superficie adaxial é liso. As margens do labelo
possuem apéndices digitiformes (denominados "denticulos"” na descri¢do original da espécie).
Em C. tenebrosum o labelo é relativamente plano com duas calosidades, sendo uma basal
rugosa posicionada abaixo dos apices unidos de seus curtos estaminddios e outra apical lisa.
As margens do labelo sdo serrilhadas e existe uma leve cavidade saquiforme central.

O subclado C. albovirens - C. callosum teve 5 espécies analisadas (Figuras 7 e 8). Em
C. albovirens e C. fuchsii o labelo € galeiforme e ndo ocorre a formacdo de estruturas
glandulares. A superficie adaxial é majoritariamente lisa, porém existem cristas em toda sua
extensdo. As margens dos labelos também sdo majoritariamente lisas. Em C. confusum o
labelo é galeiforme, porém em seu interior existe um espessamento apical liso e uma
calosidade basal em forma de ferradura, contornando os longos estaminddios. A superficie
adaxial € lisa e as margens do labelo sdo levemente serrilhadas. Em C. vinaceum o labelo é
cbncavo e apresenta um espessamento em seu apice. A superficie adaxial € lisa e as margens
do labelo sdo serrilhadas. Em C. dupliciscutulatum o labelo é céncavo com um espessamento
apical rugoso e uma calosidade contendo dois cornos posicionado no interior da cavidade
saquiforme, separando seus longos estaminodios. A superficie adaxial € lisa e as margens do
labelo séo serrilhadas.

O subclado C. osculatum + C. saccatum teve as duas espécies analisadas (Figura 8).
Ambas apresentam o labelo concavo com as bordas retrorsas. Uma calosidade contorna a
entrada da cavidade saquiforme. A superficie adaxial é lisa e as margens do labelo sdo

ciliadas.
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Figura 6 - Morfologia floral das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Vista frontal e lateral de C.
cirrhaeoides. B, Se¢do longitudinal do labelo de C. cirrhaeoides evidenciando amido contido no tecido secretor
corado de preto com Lugol 1%. C, Vista frontal de C. complanatum. D, Vista lateral de C. complanatum. E,
Secdo longitudinal do labelo de C. complanatum evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto
com Lugol 1%. F, Vista lateral de C. pulchrum. G, Vista frontal de C. pulchrum. H, Sec&o longitudinal do labelo
de C. pulchrum evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. I, Vista frontal de
C. denticulatum com detalhe da secdo longitudinal do labelo evidenciando amido contido no tecido secretor
corado de marrom com Lugol 1%. J, Vista frontal de C. tenebrosum. Escala = 1 cm. CS = cavidade saquiforme;
E = espessamento do tecido secretor; C = calosidade. Fotografia J produzida por ian (retirado da internet:

http://www.rv-orchidworks.com/orchidtalk/orchids-other-genera-bloom/31991-catasetum-tenebrosum.html).
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Figura 7 - Morfologia floral das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Vista frontal de C.
albovirens. B, Vista lateral de C. albovirens. C, Vista frontal de C. fuchsii. D, Vista lateral de C. confusum. E,
Vista frontal de C. confusum com detalhe de sua calosidade basal. F, Vista lateral de C. fuchsii. G, Secdo
longitudinal do labelo de C. confusum evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol
1%. H, Secéo longitudinal do labelo de C. albovirens evidenciando amido contido no tecido secretor corado de
preto com Lugol 1%. I, Secéo longitudinal do labelo de C. fuchsii evidenciando amido contido no tecido secretor

corado de preto com Lugol 1%. Escala = 1 cm. E = espessamento do tecido secretor.
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Figura 8 - Morfologia floral das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Secédo longitudinal do labelo
de C. vinaceum evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. B, Vista frontal
de C. vinaceum. C, Vista lateral de C. vinaceum. D, Vista frontal de C. dupliciscutulatum. E, Vista frontal de C.
osculatum. F, Vista frontal de C. saccatum. G, Secdo longitudinal do labelo de C. osculatum evidenciando amido
contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. H, Sec¢do longitudinal do labelo de C. saccatum
evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. Escala = 1 cm. CS = cavidade

saquiforme; E = espessamento do tecido secretor; C = calosidade. Fotografia D cedida por Juan F. Gomez.
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O subclado C. discolor - C. longifolium teve apenas uma espécie analisada (Figura 9).
Em C. discolor o labelo é galeiforme e ndo ocorre a formacgdo de estruturas glandulares. A
superficie adaxial é lisa e as margens do labelo sdo serrilhadas.

As demais espécies do clado D ficaram colapsadas em uma grande politomia, das
quais 15 espécies foram analisadas (Figuras 9 a 12). Em C. aff. ciliatum e C. gardneri o
labelo é galeiforme e ndo ocorre a formacdo de estruturas glandulares. A superficie adaxial é
lisa e as margens do labelo sdo ciliadas. Em C. ciliatum o labelo é concavo e triangular, ndo
ocorrendo a formacdo de estruturas glandulares. A superficie adaxial é lisa e apresenta
tricomas em sua metade apical. As margens do labelo séo ciliadas. Em C. gnomus o labelo €
cbncavo com as bordas retrorsas e margens serrilhadas. Em C. schmidtianum o labelo é
concavo com as bordas apenas dobradas e margens ciliadas. Em ambas espécies ocorre uma
calosidade posicionada na dobra do tecido entre a borda e a cavidade saquiforme, sendo mais
evidente no apice do labelo, em frente ao apice do estaminddio funcional. Em C. pileatum o
labelo é concavo com um espessamento posicionado em frente a cavidade saquiforme. Em C.
macrocarpum o labelo é galeiforme e apresenta um espessamento em seu apice. Nestas
ltimas quatro espécies, a superficie adaxial é lisa (C. gnomus e C. macrocarpum) ou
apresenta rugas, que podem cobrir toda a sua extensdo (C. schmidtianum) ou localizadas
apenas na borda do labelo (C. pileatum). Em C. maranhense e C. hopkinsonianum o labelo é
galeiforme com margens parcialmente serrilhadas (C. maranhense) ou completamente lisas
(C. hopkinsonianum). Ambas espécies tém cristas na superficie adaxial, porém C.
hopkinsonianum ainda apresenta rugas na base do labelo (abaixo dos longos estaminddios).
Em C. rooseveltianum o labelo é cdncavo com as margens extremamente engrossadas,
superficie adaxial e margens lisas. Nestas trés espécies o tecido secretor estd
homeogeneamente distribuido (exceto nas rugas de C. hopkinsonianum), embora as margens
do labelo sejam bastante espessas em C. hopkinsonianum e C. rooseveltianum. Em C.
parguazense e C. juruenensis o labelo é triangular e quase plano com uma cavidade
saquiforme central. As margens do labelo possuem apéndices digitiformes em ambas
espécies, cuja denominacdo utilizada na descricdo original é "ciliada e grosseiramente
verrucosa" para C. parguazense e "denticulos" para C. juruenensis, respectivamente. Uma
calosidade basal e um espessamento rugoso apical estdo presentes em C. parguazense. Dois
espessamentos estdo presentes em C. juruenensis, sendo um apical muito sutil e um basal
bastante espesso. A superficie adaxial é lisa em C. parguazense ou apresenta cristas em C.
juruenensis. Em C. matogrossense o labelo é galeiforme e ndo ocorre a formacdo de

estruturas glandulares. A superficie adaxial apresenta cristas em toda sua extensao e rugas na
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metade basal do labelo, posicionadas em frete ao &pice dos estaminddios. Nas flores
masculinas de C. fimbriatum o labelo € cébncavo com a borda enrolada apenas no apice e
margens fimbriadas. Uma calosidade ocorre no apice do labelo, posicionada em frente ao
apice dos estaminddios convergentes. Nas flores femininas desta espécie o labelo € galeiforme
com as margens predominantemente lisas. N&o ocorre a formacéo de estruturas glandulares. A
superficie adaxial em flores de ambos sexos possuem cristas, porém muito mais proeminentes
nas flores femininas. C. bicolor e C. boyi tém o labelo diminuto, cénico e lobado composto
por poucas camadas de células. Em C. bicolor existem duas calosidades compridas e laterais
no interior do labelo, envolvendo os estaminddios. Em C. boyi existe uma calosidade basal no
interior do labelo, em forma de ferradura, envolvendo os estaminddios. Em ambas espécies
apenas o apice dos estaminddios toca o fundo da cavidade saquiforme. As margens dos lobos

sdo lisas em C. bicolor e serrilhadas em C. boyi.
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Figura 9 - Morfologia floral das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Vista frontal de C. discolor.
B, Secdo longitudinal do labelo de C. discolor evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto
com Lugol 1%. C, Vista frontal de C. ciliatum. D, Vista frontal de C. aff. ciliatum. E, Secdo longitudinal do
labelo de C. aff. ciliatum evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. F, Vista
frontal de C. gardneri. G, Secéo longitudinal do labelo de C. gardneri evidenciando amido contido no tecido
secretor corado de preto com Lugol 1%. H, Vista lateral de C. discolor. I, Vista lateral de C. aff. ciliatum. J,

Vista lateral de C. gardneri. Escala = 1 cm. Fotografia C cedida por Juan F. Gémez .
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Figura 10 - Morfologia floral das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Vista frontal de C. gnomus.
B, Vista frontal de C. schmidtianum. C, Secéo longitudinal do labelo de C. gnomus evidenciando amido contido
no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. D, Se¢do longitudinal do labelo de C. schmidtianum
evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. E, Vistafrontal de C. pileatum. F,
Vista frontal de C. macrocarpum com detalhe dos estaminddios no interior do labelo. G, Vista lateral de C.
macrocarpum. H, Secéo longitudinal do labelo de C. pileatum evidenciando amido contido no tecido secretor
corado de preto com Lugol 1%. I, Secdo longitudinal do labelo de C. macrocarpum evidenciando amido contido
no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. Escala = 1 cm. CS = cavidade saquiforme; E = espessamento

do tecido secretor; C = calosidade.
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Figura 11 - Morfologia floral das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Vista frontal de C.
maranhense. B, Vista lateral de C. maranhense. C, Secédo longitudinal do labelo de C. maranhense evidenciando
amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. D, Vista frontal de C. hopkinsonianum. E,
Vista lateral de C. hopkinsonianum. F, Secdo longitudinal do labelo de C. hopkinsonianum evidenciando amido
contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. G, Vista frontal de C. rooseveltianum. H, Vista lateral
de C. rooseveltianum. I, Secdo longitudinal do labelo de C. rooseveltianum evidenciando amido contido no
tecido secretor corado de marrom com Lugol 1%. J, Vista frontal de C. parguazense. K, Vista lateral de C.
parguazense. L, Vista frontal de C. juruenensis. M, Vista lateral de C. juruenensis. N, Secdo longitudinal do
labelo de C. parguazense evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. O,
Secdo longitudinal do labelo de C. juruenensis evidenciando tecido secretor corado de preto com Lugol 1%.

Escala = 1 cm. CS = cavidade saquiforme; E = espessamento do tecido secretor; C = calosidade.
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Figura 12 - Morfologia floral das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Vista frontal de C.
matogrossense. B, Vista lateral de C. matogrossense. C, Se¢do longitudinal do labelo de C. matogrossense
evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. D, Vista frontal de flor masculina
de C. fimbriatum com detalhe dos estaminddios convergentes. E, Vista lateral de flor masculina de C.
fimbriatum. F, Secéo longitudinal do labelo de flor masculina de C. fimbriatum evidenciando amido contido no
tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. G, Vista frontal de flor feminina de C. fimbriatum. H, Vista
lateral de flor feminina de C. fimbriatum. I, Secdo longitudinal do labelo de flor feminina de C. fimbriatum

evidenciando amido contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1% e com detalhe de suas
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proeminentes cristas. J, Vista frontal de C. bicolor. K, Vista lateral de C. bicolor. L, Detalhe do interior do labelo
e estaminddios de C. bicolor. M, Vista frontal de C. boyi. N, Vista lateral de C. boyi (sépala seccionada para
melhor visualizacdo do labelo). O, Secdo longitudinal do labelo de C. bicolor evidenciando amido contido no
tecido secretor corado de marrom com Lugol 1%. P, Secéo longitudinal do labelo de C. boyi evidenciando amido
contido no tecido secretor corado de preto com Lugol 1%. Escala = 1 cm. CS = cavidade saquiforme; C =

calosidade.

3.3.3 Diversidade anatdmica

Clado A (Figura 13) - Os osmdforos de C. expansum, C. macroglossum e C. integerrimum
apresentaram células epidérmicas com superficie tabular e paredes anticlinais tetragonais,

seguidas por cerca de 15 camadas de parénquima secretor (exceto em estruturas glandulares).

Clado B (Figuras 14 e 15) - Os osmoforos sdo compostos por células epidérmicas com
superficie tabular (C. atratum, C. cernuum e C. luridum) ou convexa (C. mattosianum, C.
purum e C. socco) e paredes anticlinais tetragonais, seguidas por cerca de 15 camadas de
parénquima secretor (exceto em estruturas glandulares). Em C. luridum, C. mattosianum e C.
socco, proximo ao apice do labelo, a superficie das células epidérmicas gradativamente muda

de forma (aumento da curvatura) e apresentam a superficie papilosa em seu apice.

Clado C (Figura 16) - O osmoforo de C. planiceps apresenta células epidérmicas com
superficie convexa e paredes anticlinais tetragonais em toda sua extensdo. O osmdéforo de C.
ochraceum apresenta células epidérmicas com superficie convexa e paredes anticlinais
tetragonais na porcao basal do labelo. A superficie destas células gradativamente aumenta a
curvatura, sendo papilosas na porcdo apical do labelo. O parénquima secretor de ambas
especies é composto por cerca de 10 camadas.
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Figura 13 - Anatomia labelar das espécies do clado A da filogenia de Catasetum: A, Secdo longitudinal de C.

expansum. B, Secdo longitudinal de C. macroglossum. C, Secdo logitudinal de C. integerrimum. Escala = 100

um.



80

Figura 14 - Anatomia labelar das espécies do clado B da filogenia de Catasetum: A, Sec¢do longitudinal de C.
atratum (corado com Vermelho de Sud&o I11). B, Se¢do longitudinal de C. cernuum. C, Secdo longitudinal de C.
luridum. D, Secdo longitudinal do &pice em C. luridum. E, Secdo longitudinal da metade basal em C.
mattosianum evidenciando as rugas. F, Secéao longitudinal do &pice em C. mattosianum. G, Sec¢do longitudinal de
C. mattosianum. Escala: Ae G =50 um; B - F =200 um.
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Figura 15 - Anatomia labelar das espécies do clado B da filogenia de Catasetum: A, Se¢do longitudinal de C.
purum. B, Secéo longitudinal da metade basal em C. purum evidenciando ruga. C, Se¢do longitudinal de C.
purum evidenciando drusas. D, Secdo transversal de C. socco. E, Secdo longitudinal do apice em C. socco. F,
Secéo longitudinal de C. socco (corado com Vermelho de Sudéo I1). Escala: A, D e E =200 pm; B, Ce F =50

um.
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Figura 16 - Anatomia labelar das espécies do clado C da filogenia de Catasetum: A, Secdo longitudinal de C.
planiceps. B, Secdo longitudinal da metade apical em C. ochraceum. C, Se¢do longitudinal da metade basal em
C. ochraceum. Escala: A =200 um; B e C =50 um.
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Clado D - Subclado C. cirrhaeoides - C. schunkei (Figuras 17 e 18): Os osméforos em C.
complanatum e C. pulchrum possuem células epidérmicas tabulares e tetragonais sobre o
espessamento, tornando-se gradativamente tetragonais-alongadas nas demais areas, exceto nas
margens do labelo onde séo papilosas e tetragonais. Em C. cirrhaeoides o osmoforo apresenta
células epidérmicas convexas e tetragonais em sua maior parte (inclusive no espessamento),
que aumentam de curvatura préximo ao apice do labelo, onde também sdo papilosas. O
parénquima secretor nestas trés espécies é composto por cerca de 6 camadas (exceto nas
calosidades). O osmdforo em C. denticulatum apresenta células epidérmicas convexas e
tetragonais em sua maior parte, gradativamente tornando-se hemiesféricas no espessamento
apical e papilosas nos apéndices digitiformes.

Subclado C. albovirens - C. callosum (Figuras 18 e 19): O osmdforo de C. albovirens tem
células epidermais hemiesféricas e tetragonais e cerca de 8 camadas de parénquima secretor
em toda sua extensdo. O osmoforo de C. fuchsii tem células epidermais tabulares e tetragonais
e cerca de 8 camadas de parénquima secretor no terco basal, abaixo dos apices unidos de seus
curtos estaminddios. No restante de sua extensdo, as células epidérmicas gradativamente
aumentam em comprimento e passam a ser tetragonais-alongadas com cerca de 3 camadas de
parénquima secretor. O osméforo de C. confusum apresenta células epidérmicas convexas e
tetragonais, seguidas por cerca de 6 camadas de parénquima secretor (exceto no
espessamento). O osmodforo de C. vinaceum tem células epidermais hemiesféricas e
tetragonais na metade basal, que gradativamente aumentam a curvatura e tornam-se papilosas
sobre o espessamento. O parénquima secretor contem cerca de 6 camadas (exceto no
espessamento).

Subclado C. osculatum + C. saccatum (Figura 19): Os osmdéforos de ambas espécies possuem
células epidérmicas tabulares e tetragonais, seguidas por cerca de 10 camadas de parénquima
secretor (exceto nas calosidades).

Subclado C. discolor - C. longifolium (Figura 19): O osmoforo de C. discolor apresenta
epiderme com tricomas glandulares, multicelulares e ndo-ramificados na metade apical que
gradativamente diminuem de tamanho até células papilosas na base do labelo. Os tricomas
sdo compostos por células unisseriadas, ndo-diferenciadas, curtas e levemente cénicas. O

parénquima secretor € composto por cerca de 10 camadas.
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Figura 17 - Anatomia labelar das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Se¢do longitudinal do
espessamento em C. complanatum (corado com Vermelho de Suddo 1V). B, Se¢do longitudinal de C.
complanatum (corado com Lugol 1%). C, Secdo longitudinal do &pice em C. complanatum. D, Secdo
longitudinal do espessamento em C. pulchrum (corado com Vermelho de Suddo I11). E, Secéo longitudinal de C.
pulchrum. F, Se¢do longitudinal do &pice em C. pulchrum. G, Secéo longitudinal de C. cirrhaeoides. H, Secéo
longitudinal do &pice em C. cirrhaeoides. Escala: A, B, D, E, G e H=50 um; C e F = 200 pm.
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Figura 18 - Anatomia labelar das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Secdo longitudinal de C.
denticulatum. B, Secdo longitudinal do espessamento apical em C. denticulatum. C, Se¢do longitudinal de
apéndice digitiforme em C. denticulatum. D, Sec¢do longitudinal do espessamento basal em C. denticulatum
evidenciando as rugas. E, Secéo longitudinal de C. albovirens. F, Secdo longitudinal da regido basal em C.
fuchsii (corado com Lugol 1%). G, Secdo longitudinal de C. fuchsii (corado com Lugol 1%). H, Secéo
longitudinal de C. confusum (corado com Vermelho de Sudéo 1V). Escala: A - D =200 um; E - H = 50 pum.
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Figura 19 - Anatomia labelar das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Secdo longitudinal da
metade basal em C. vinaceum. B, Se¢do longitudinal do &pice em C. vinaceum. C, Secéo longitudinal de C.
osculatum. D, Segdo longitudinal de C. saccatum. E, Se¢do longitudinal do apice em C. discolor (corado com
Lugol 1%). F, Tricomas glandulares de C. discolor evidenciando goticulas de 6leo em seu interior (corado com
Vermelho de Sudao I11). G, Secédo longitudinal da regido basal em C. discolor (corado com Vermelho de Sudao
I11). Escala: A - E =200 um; F - G =50 um.
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Politomia (Figuras 20 a 23): Os osmoforos de C. aff. ciliatum e C. gardneri apresentam
epiderme com longos tricomas glandulares, multicelulares e ndo-ramificados na metade apical
que gradativamente diminuem de tamanho até células hemiesféricas em C. aff. ciliatum ou
tabulares com esparsas papilas em C. gardneri na base do labelo. Os tricomas sdo compostos
por células unisseriadas, ndo-diferenciadas, alongadas e estreitas. O parénquima secretor €
composto por cerca de 10 camadas. Os osmdéforos de C. gnomus, C. schmidtianum, C.
pileatum e C. macrocarpum apresentam células epidérmicas tabulares a convexas e
tetragonais em toda sua extensdo, seguidas por cerca de 15 camadas de parénquima secretor
(exceto nas estruturas glandulares). Os osmdforos em C. maranhense e C. rooseveltianum
apresentam células epidérmicas convexas e tetragonais em toda sua extensdo, porém em C.
rooseveltianum ocorrem esparsas papilas nas margens do labelo. O parénguima secretor
nestas duas espécies possui cerca de 8 camadas na porcao basal (abaixo dos estaminodios) e
cerca de 4 camadas na por¢do apical do labelo. O osmdéforo em C. hopkinsonianum apresenta
células epidérmicas tabulares e tetragonais, seguidas por cerca de 8 camadas de parénquima
secretor (exceto nas rugas). O osmoforo em C. parguazense apresenta células epidérmicas
tabulares e tetragonais com esparsas papilas na calosidade basal, tabulares com saliéncia
convexa e tetragonais-alongadas na cavidade saquiforme, gradativamente diminuindo o
comprimento em direcdo ao apice, e papilosas e tetragonais sobre o espessamento apical. O
parénquima secretor € composto por cerca de 8 camadas (exceto nas estruturas glandulares).
O osmoforo em C. juruenensis apresenta células epidérmicas papilosas e tetragonais em toda
sua extensdo, seguidas por cerca de 7 camadas de parénquima secretor (exceto nos
espessamentos). O parénquima nao-secretor € compacto com espacos intercelulares ausentes
(exceto no espessamento basal). O osmoéforo de C. matogrossense apresenta células
epidérmicas covexas e tetragonais com parénquima secretor contendo cerca de 7 camadas
(exceto nas rugas). Os osmdéforos em C. fimbriatum apresentam células epidérmicas tabulares
e tetragonais nas flores femininas. Nas flores masculinas a epiderme é papilosa e tetragonal.
Cerca de 8 camadas de parénquima secretor ocorrem em ambas as flores (exceto na
calosidade de flores masculinas). Os osmoforos apresentam células epidérmicas convexas e
tetragonais em C. bicolor e papilosas e tetragonais em C. boyi. Em ambas espécies ocorrem
cerca de 6 camadas de parénquima secretor (exceto nas calosidades) e o parénquima nao-

secretor € compacto (espacos intercelulares ausentes).
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Figura 20 - Anatomia labelar das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Secéo longitudinal do &pice
em C. aff. ciliatum. B, Tricomas glandulares de C. aff. ciliatum evidenciando goticulas de dleo em seu interior
(corado com Vermelho de Sudao I11). C, Secdo longitudinal da regido basal em C. aff. ciliatum (corado com
Lugol 1%). D, Sec¢do longitudinal do &pice em C. gardneri (corado com Lugol 1%). E, Se¢do longitudinal da
regido basal em C. gardneri (corado com Vermelho de Sud&o IlI). F, Se¢do longitudinal de C. macrocarpum
evidenciando goticulas de oleo (corado com Vermelho de Suddo Ill). G, Se¢do longitudinal da cavidade
saquiforme em C. pileatum. H, Secéo longitudinal da borda em C. pileatum evidenciando as rugas. Escala: A, D,
GeH=200pum; B,C,EeF=50pum.
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Figura 21 - Anatomia labelar das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Secdo longitudinal de C.
gnomus (corado com Vermelho de Sud&o V). B, Secdo longitudinal de C. schmidtianum (corado com Vermelho
de Suddo I1). C, Secéo longitudinal de C. maranhense (corado com Lugol 1%). D, Se¢éo longitudinal de C.
rooseveltianum (corado com Vermelho de Suddo I11). E, Secéo longitudinal da margem em C. rooseveltianum
evidenciando papila (corado com Vermelho de Sud&o Ill). F, Secdo longitudinal de C. hopkinsonianum. G,
Secdo longitudinal da regido basal em C. hopkinsonianum evidenciando as rugas. Escala: A, B, D, E e F =50

pm; C e G =200 pum.
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Figura 22 - Anatomia labelar das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Secdo longitudinal da
calosidade basal em C. parguazense. B, Se¢éo longitudinal da cavidade saquiforme em C. parguazense. C, Se¢do
do 4pice em C. parguazense. D, Secdo longitudinal de C. juruenensis. E, Se¢do longitudinal de C.
matogrossense. F, Secdo longitudinal da regido basal em C. matogrossense evidenciando as rugas. G, Se¢do

longitudinal de C. bicolor. H, Secéo longitudinal de C. boyi. Escala: A, D e F =200 um; B, E, G e H =50 pm.
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Figura 23 - Anatomia labelar das espécies do clado D da filogenia de Catasetum: A, Secéo transversal em flor
feminina de C. fimbriatum. B, Secéo longitudinal em flor feminina de C. fimbriatum. C, Se¢&o longitudinal da
calosidade em flor masculina de C. fimbriatum. D, Secdo longitudinal da cavidade saquiforme em flor masculina
de C. fimbriatum. Escala: A e C =200 um; B e D =50 pum.
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A auséncia de absorcdo da coloragdo de vermelho neutro em algumas espécies, gerou
resultado falso-negativo (Figura 24A). Em outros casos, o0 tecido secretor foi marcado apenas
parcialmente (Figuras 24B e 24C). Isto pode indicar diferencas cuticulares entre as espécies.
Em todas as espécies analisadas (flores masculinas e femininas) as células da epiderme e do
parénquima s&o ricas em goticulas de 6leo (coradas de vermelho-alaranjado com Vermelho de
Sudédo Il e IV) em toda a extensdo do osmoforo, confirmando a natureza lipofilica da
secrecdo. Uma grande quantidade de amido foi detectada no parénquima subepidérmico
(corados de azul escuro-preto com Lugol 1%). No inicio da producdo da fragrancia, os
amiloplastos estdo agregados e preenchem quase todo o espaco intercelular. Ap6s poucos dias
estas reservas sao utilizadas, sobrando apenas pequenos grdos de amido. Em algumas espécies
(C. ochraceum, C. rooseveltianum, C. matogrossense e C. maranhense) o amido parece nao

reagir muito bem com o Lugol, apresentando apenas coloracdo amarelada-amarronzada.

Figura 24 - Teste histoquimico com Vermelho Neutro Aquoso 0,1% em labelo de Catasetum: A, Resultado
falso-negativo em C. atratum. B, Resultado parcialmente positivo em flor masculina de C. fimbriatum. C,
Resultado parcialmente positivo em C. mattosianum. Escala = 1 c¢cm. Seta e circulos evidenciando a regido

corada positivamente.
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3.4 DISCUSSAO

Catasetum oferece fragrancias florais como recurso, atraindo machos de abelhas
euglossine como polinizadores. Suas flores sdo adaptadas para a producdo e emissdo de
compostos quimicos, com a finalidade de atrair as abelhas por longas distancias. Logo, a
diversificacdo na morfologia floral em Catasetum € resultante da pressdo seletiva estar
concentrada principalmente no labelo. Esta é a Unica peca floral que produz recurso e,
portanto, esta diretamente associada com a polinizacdo. As demais pétalas e sépalas nao
apresentam variagdes morfoldgicas relevantes, porém nao existem estudos sobre sua possivel
participagdo na sinalizac&o visual para os polinizadores. O osmoforo reveste completamente a
superficie adaxial do labelo neste género, contrastando com a distribuicdo mais restrita
observada nas demais orquideas com sindrome euglossinofila que tiveram estas glandulas
descritas em detalhes. Em Cycnoches (Catasetinae) e Cirrhaea (Stanhopeinae), os osmaéforos
ocupam apenas determinadas areas da superficie adaxial do labelo (PANSARIN; BITTRICH;
AMARAL, 2006; ANTON; KAMINSKA; STPICZYNSKA, 2012; URIBE-HOLGUIN,
2016). As flores de Stanhopea spp. € Gongora bufonia Lindl. (Stanhopeinae) apresentam o
labelo diferenciado em trés regides (i.e., hipoquilo, mesoquilo e epiquilo), porém o osmoforo
tem sua distribuig&o restrita ao hipoquilo (STERN; CURRY; PRIDGEON, 1987; CURRY et
al., 1991; PANSARIN; AMARAL, 2009; ANTON; KAMINSKA; STPICZYNSKA, 2012;
ADACHI; MACHADO; GUIMARAES, 2015). Em Sievekingia marsupialis Dodson e S.
suavis Rchb.f. (Stanhopeinae) o labelo é menos diferenciado que em Stanhopea e Gongora,
apresentando o osmoforo na base de uma pequena bolsa localizada atras do callus (CURRY et
al., 1991).

Os clados dentro de Catasetum sdo sustentados por caracteristicas morfologicas e
anatdmicas, sendo alguns estados de carater exclusivos para determinados clados. O caréater
plesiomorfico para a morfologia labelar em flores masculinas de Catasetum (Clado A) parece
ser a forma galeiforme com a presenca de cristas na superficie adaxial. Todas as demais
variacOes sdo derivadas. Portanto, podemos supor que a morfologia floral ancestral seria
muito parecida com uma flor feminina, cuja morfologia parece sofrer forte presséo seletiva e
permanece praticamente inalterada durante toda a histéria evolutiva deste género
(GERLACH, 2013). Elas sempre tém o ovario bem desenvolvido, labelo galeiforme e nao-
ressupinado, coluna sem estaminddios, compacta e curta com o estigma ventral em forma de
fenda transversal em seu apice (ROMERO; CARNEVALI, 2009; GERLACH, 2013).

Segundo Gerlach (2007), todas as flores femininas de Catasetum tém antera decidua com
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polinario rudimentar. Possivelmente esta caracteristica € um vestigio da origem bissexual
(hermafrodita) em Catasetinae (PEREZ-ESCOBAR et al., 2016). No clado D (mais derivado)
a morfologia labelar em flores masculinas apresentou extensas variagdes, possivelmente pelo
fato de este clado concentrar a maior parte das espécies. A origem hibrida de algumas
espécies é morfologicamente perceptivel, o que talvez seja 0 motivo da alta diversidade
morfologica em alguns subclados.

De acordo com nossas andlises, as mudancgas na morfologia do labelo em Catasetum
compreenderam: aumento na complexidade do labelo/osmo6foro apenas em flores masculinas
e consequente progressdo na diferenciacdo entre as flores masculinas e femininas. A mesma
tendéncia ocorre em Cycnoches (PEREZ-ESCOBAR et al., 2016). Gerlach (2007, 2013)
descreve que as duas secdes tradicionais para Cycnoches foram baseadas no grau de
similaridade entre flores masculinas e femininas; a se¢cdo Cycnoches apresenta alta
similaridade entre ambas as flores e em Heteranthae elas sdo bastante diferentes
morfologicamente. Entretanto, Uribe-Holguin (2016) explica que estas se¢fes ndo séo
monofiléticas e podem ter ocorrido reversdes de carater. Os demais estudos sobre evolugédo
infragenérica em orquideas com sindrome euglossinéfila que citam modificacdes na
morfologia labelar referem-se a Stanhopeinae, portanto, as plantas ndo apresentam
dimorfismo sexual. Dodson e Frymire (1961) e Williams e Whitten (1999) observaram o
aumento na complexidade do labelo de Stanhopea spp. durante a evolugdo do género, com as
espécies basais apresentando o labelo pouco diferenciado e as espécies mais derivadas
apresentando o epiquilo articulado e 0 mesoquilo com um par de cornos que se projetam para
a frente. Pansarin, Pansarin e Sazima (2014) observaram que apenas o lobo mediano do labelo
de Cirrhaea spp. apresenta variagdes morfolégicas. Isso é suficiente para que o polinario de
algumas espécies seja aderido em diferentes locais na perna da abelha. Entretanto, ndo
observamos nenhum tipo de adaptacdo morfoldgica em Catasetum que resulte em deposicdo
do polinario em diferentes locais do corpo da abelha, como registrado por Dressler (1968) e
Romero (1990).

A morfologia do labelo esta diretamente associada a distribui¢do do tecido secretor em
Catasetum. Ambas caracteristicas atuam conjuntamente para 0 Sucesso no mecanismo de
polinizacdo, orientando o polinizador abaixo da coluna para a deposi¢éo precisa do polinario.
Assim, 0 aumento na complexidade do labelo em flores masculinas é acompanhado pelo
desenvolvimento de estruturas glandulares nos osmoforos. Existe uma clara tendéncia
evolutiva de abertura do labelo, que gradativamente passa de uma estrutura fechada

(galeiforme) para mais aberta (demais formas). Mesmo as espécies mais derivadas ainda
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carregam vestigios desta estrutura ancestral na forma de uma cavidade saquiforme. Seguindo
as mudancas na morfologia do labelo, os tecidos que compBem o0s osmdforos
progressivamente passam a aglomerar-se em determinadas areas. As estruturas originadas
(rugas, espessamentos e calosidades), por sua vez, tém sua distribuicdo associada ao
posicionamento dos estaminddios da coluna. Dodson (1962) ja havia percebido esta relagéo e
descreveu que "as antenas estdo localizadas sobre o ponto [...] onde o odor é emitido com
mais forca". E possivel que estas estruturas produzam maior quantidade de fragrancia,
conduzindo o polinizador para o toque acidental nos estaminddios durante a coleta do recurso.
Estudos infragenéricos que investigaram o contexto evolutivo das varia¢es labelo/osmoforo
sdo raros. Uribe-Holguin (2016) observou que as mudancas morfoldgicas do labelo sdo
seguidas pela distribuicdo dos osmoforos, os quais encontram-se distribuidos apenas no callus
e margens das espécies basais, passando aos calli e apéndices marginais das espécies mais
derivadas em Cycnoches. Pansarin, Pansarin e Sazima (2014) também observaram que a
distribuicdo do osmoforo no labelo variou seguindo as modificagfes na morfologia floral em
Cirrhaea. As espécies mais derivadas deste género desenvolveram uma protuberancia
cilindrica onde o tecido secretor se acumula. Curry et al. (1991) explicaram que as espécies
basais de Stanhopea apresentam a superficie do osmoforo relativamente lisa, oferecendo
menor area para dispersdo de fragrancias, enquanto as superficies mais convolutas estdo
presentes nas espécies mais derivadas.

As mudancas morfologicas e variacbes labelo/osmoforo também refletem a
diversificacdo da epiderme em flores masculinas de Catasetum, que incluiu mudancgas nédo
apenas na morfologia destas células, mas também em sua distribuicéo pelo labelo. A presencga
de variacdes na morfologia de células epidérmicas havia sido registrada anteriormente para
este género (FRANKEN; PANSARIN; PANSARIN, 2016). Entretanto, com o estudo de um
maior nimero de espécies, pudemos observar mudangas na distribuicdo das diferentes
morfologias celulares pela superficie adaxial do labelo. Aparentemente estas caracteristicas
possuem relevancia evolutiva. Inicialmente, as células epidermais (tabulares e tetragonais) sdo
uniformemente distribuidas (carater plesiomorfico). Seguindo a cladogénese, surgem espécies
em que as células epidermais gradativamente mudam de forma da base ao apice do labelo. As
espécies mais derivadas apresentam um mosaico de diferentes formas de células epidérmicas
para cada regido do labelo. Adachi, Machado e Guimardes (2015) também observaram
variacdo na morfologia em células epidermais do osmdéforo de Gongora bufonia Lindl., cuja
localizacdo esté restrita ao hipoquilo do labelo. Nesta regido as células papilosas decrescem

em altura da superficie dorsal para a ventral.
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Em flores masculinas de espécies que tradicionalmente pertenciam ao subgénero
Pseudocatasetum, as células epidérmicas possuem projecdes de sua parede, formando
tricomas glandulares. Estes apéndices filiformes estdo localizados na porcao apical do labelo e
podem interferir no comportamento do polinizador, levando-o a pousar na coluna das flores
masculinas destas espécies e coletar a fragréncia na porcdo basal do labelo (DRESSLER,
1968; ROMERO, 1990). Nesta posicdo o polinizador toca a face da coluna e o estipe é
liberado. Segundo Romero (1990), a liberacdo do estipe somente expele o viscidio para fora
da cavidade estigmatica. O polinario permanece anexado a coluna pela antera. Nesta posicéo,
0 viscidio € passivamente aderido ao ventre toricico da abelha enquanto ela coleta a
fragrancia. Tricomas multicelulares, unisseriados e ndo-ramificados foram registrados por
Davies e Stpiczynska (2008, 2011) para espécies de Zygopetalinae (Stenia cf. saccata Garay,
Chaubardia klugii (C. Schweinf.) Garay, Chaubardia surinamensis Rchb.f. e Euryblema
andreae (Ortiz) Dressler) possivelmente polinizadas por machos de abelhas euglossine, mas
ndo confirmaram sua atuacdo como osmoforos. Entretanto, a literatura é limitada quanto a
presenca, auséncia e distribuicdo dos tricomas glandulares em oOrgdos e tecidos florais
(EFFMERT et al., 2006). Esta caracteristica pode ter surgido em sucessivos eventos de
poliploidizacdo em Catasetum (Pseudocatasetum é grupo parafilético), uma vez que a
poliploidia tem sido relacionada aos tricomas glandulares em flores (WERKER, 2000).
Evidéncias de poliploidia ja haviam sido registradas para algumas destas espécies. Enquanto o
nimero de cromossomos 2n=54 é 0 mais comum para 0 género e possivelmente seja seu
carater plesiomdrfico (registrado para C. integerrimum), para C. ciliatum, C. discolor e C.
gardneri foi registrado 2n=108 (MOORE, 1973; FELIX; GUERRA, 2000; OLIVEIRA;
BARROS; FORNI-MARTINS, 2013).

As emergéncias filiformes presentes em flores masculinas de Catasetum foram
descritas por Franken, Pansarin e Pansarin (2016) e constituem o primeiro registro de
emergéncias atuando como osmoforos em orquideas com sindrome euglossinéfila. Estes
autores descreveram que estes apéndices epidermais sdo compostos por celulas secretoras e
finos feixes vasculares, apresentando diversas variagfes. A epiderme pode ser total ou
parcialmente composta por células lisas (tabulares) ou completamente compostas por células
papilosas. Nas figuras apresentadas é possivel observar que estes apéndices epidermais podem
ainda ser ramificados ou ndo e apresentar o apice arredondado ou acuminado. Entretanto,
como ndo se tratava de um estudo comparativo, estas estruturas foram descritas como
fimbrias (mesma denominacdo utilizada na descricdo das espécies). Estruturalmente as

emergéncias filiformes diferem de margens do labelo com simples fendas ou particdes
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(fimbriadas ou ciliadas), principalmente pela presenca de vascularizacdo. Possivelmente 0s
apéndices labelares descritos por Uribe-Holguin (2016) para Cycnoches sejam estruturas
similares as registrada para Catasetum. Ambos géneros podem sofrer a mesma pressdo
seletiva, uma vez que possuem a mesma sindrome, e apresentar convergéncia neste carater.
Sanguinetti et al. (2012) também descreveram emergéncias atuando como osmoforos para
Chloraea membranacea Lindl., porém estas orquideas sdo polinizadas por engano por machos
e fémeas de abelhas Augochlorini (Halictidae). As projecdes descritas por estes autores
diferem das encontradas em Catasetum, apresentando uma cabeca clavada contendo as células
secretoras e um talo com células distintamente alongadas e ndo secretoras, sem
vascularizagdo. A presenca das emergéncias filiformes em espécies de diferentes sub-clados
em Catasetum também as caracteriza como homoplasias convergentes, ocorrendo ndo apenas
nas espécies da antiga "alianca C. cristatum”, como também em C. franchinianum e C.
schunkei. Possivelmente os curtos apéndices digitiformes observados em C. denticulatum, C.
parguazense e C. juruenensis sejam uma pré-condicdo ou condi¢do intermediaria no
desenvolvimento das emergéncias filiformes.

Contrastando com a diversidade da epiderme, o parénquima secretor parece ser uma
simplesiomorfia para Catasetum quanto a morfologia celular. Entretanto, ele pode ter o
namero de camadas homogéneo (carater plesiomoérfico) ou variavel de acordo com a posicdo
no labelo em flores masculinas, sendo mais espesso em estruturas glandulares ou abaixo dos
estaminddios. Em flores femininas, o parénquima secretor esteve homogeneamente
distribuido, possivelmente devido ao posicionamento da abelha dentro do labelo ndo ser um
fator limitante na polinizacdo. A recepcao da polinia no estigma é passiva. Segundo Dodson
(1962), quando a abelha (com o polinario aderido ao seu corpo) entra no labelo, o polinario
fica posicionado para baixo, alinhando as polineas com a cavidade estigmatica. Quando a
abelha retorna para deixar a flor (ap6s a coleta da fragrancia), uma ou ambas polinias ficam
presas na cavidade estigmatica. Adicionalmente, ndo observamos nenhuma modificacdo
relevante neste tecido entre flores masculinas e femininas de C. fimbriatum, na qual ambos
sexos apresentaram 0 mesmo nimero de camadas (exceto callus das flores masculinas). Isso
pode indicar uma maior intensidade na emissdo de volateis em flores masculinas, uma vez que
as flores femininas geralmente apresentam maior longevidade com a mesma disponibilidade
de amiloplastos (reserva energética) (ROMERO; CARNEVALLI, 2009; MILET-PINHEIRO et
al., 2015).

Além do tecido glandular (osmdforo) do labelo, o parénquima ndo-secretor adjacente

também variou entre as espécies de Catasetum. Este tecido geralmente apresenta grandes
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espacos intercelulares em ambos os sexos das flores. Entretanto, no clado D (derivado)
ocorreram espécies cujos espacos intercelulares inexistem apenas em flores masculinas, sendo
mais compactos. Franken, Pansarin e Pansarin (2016) haviam observado esta caracteristica
para a "alianga C. cristatum”. Estas espécies ndo sdo relacionadas, estando posicionadas em
diferentes subclados na filogenia. Esta apomorfia também seria uma homoplasia convergente
entre as espécies.

Os osmoforos sdo importantes estruturas no processo de polinizacdo de varias
orquideas, especialmente nas que apresentam a sindrome euglossindfila, onde o sucesso
reprodutivo depende da fragrancia floral emitida por eles. Estudos sobre o contexto evolutivo
das variacfes morfo-anatdmicas infragenéricas em orquideas ajudam a compreender a relagéo
com os polinizadores e o padrdo de diversificacdo dos géneros. As caracteristicas
morfologicas e anatdmicas labelares de Catasetum apresentaram diversidade surpreendente,
tornando claro o nivel de complexidade envolvido neste mecanismo de polinizagéo.
Entretanto, estudos micromorfolégicos tornam-se necessarios para avaliar as possiveis

diferencas cuticulares entre as espécies e 0 modo de emissdo dos volateis.
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4.1 INTRODUCAO

As interacOes entre plantas e polinizadores sdo mediadas por sinalizacGes florais que
estimulam as visitas. As orquideas geralmente estdo hiper-dispersas no meio, possuem
tamanho reduzido e limitada producdo de flores (ACKERMAN, 1986; BENZING, 1990).
Todas estas restricdes sdo contornadas pela producdo de sinais visuais e olfativos por estas
plantas. A emissdo de fragrancias florais, também denominadas de compostos organicos
volateis (VOCs), ajuda os polinizadores a encontra-las, atraindo-os por longas distancias, e
efetivar sua reprodugéo sexual (JANZEN, 1971; WILLIAMS; DODSON, 1972; RAGUSO,
2008). Estes semioquimicos sdo misturas de compostos volateis sintetizados pelo
metabolismo secundéario das plantas a partir de simples precursores do metabolismo primario,
utilizando uma elaborada sequéncia de reacGes catalizadas por enzimas especificas (e.g.,
HARTMANN, 2007). Os compostos volatilizam sob baixa presséo de vapor e tém baixo peso
molecular, pertencendo a diferentes classes quimicas originadas por diferentes vias
biossintéticas (e.g., DUDAREVA,; PICHERSKY; GERSHENZON, 2004; KNUDSEN et al.,
2006). Somente alguns dos compostos odoriferos sdo biologicamente ativos e a visita do
polinizador pode ser baseada na presenga de um composto incomum ou na combinagédo de
proporcdes distintas de dois ou mais compostos ativos comuns (SCHIESTL; MARION-
POLL, 2001; RAGUSO, 2008).

O desenvolvimento de mecanismos de polinizacdo altamente especializados na atracéo
de um ou poucos polinizadores efetivos parece ser uma estratégia comum entre as orquideas,
principalmente quando falamos das espécies inclusas em Cymbidieae (Epidendroideae), em
que ocorrem 0s mecanismos mais complexos (van der PIJL; DODSON, 1966; DRESSLER,
1993; van der CINGEL, 2001). A especializacdo destes mecanismos leva a formacdo de
sindromes, nas quais o0 conjunto de caracteristicas florais (incluindo as fragrancias) é
associado a atracdo de determinado grupo de polinizador (FENSTER et al., 2004; DOBSON,
2006). A sindrome euglossinofila é amplamente difundida entre as orquideas e caracterizada
pela auséncia de recursos alimentares, havendo a producgdo exclusiva de fragrancias florais
especializadas que sdo coletadas por machos de abelhas Euglossini (e.g., DODSON et al.,
1969; DRESSLER, 1982; ACKERMAN, 1983). A fragrancia atua ndo apenas como
sinalizacdo, mas representa a propria recompensa para estas abelhas, consistindo em misturas
pouco complexas contendo 10 ou menos diferentes compostos majoritarios (WILLIAMS;
WHITTEN, 1983; GERLACH; SCHILL, 1991). As abelhas coletam as fragrancias escovando

a superficie secretora com um denso pente de pélos modificados presente em suas pernas



101

anteriores e as acumulam ao longo da vida em estruturas esponjosas localizadas em suas
pernas posteriores (i.e., 6rgao tibial), formando misturas complexas (e.g., ELTZ et al., 1999).
Essas misturas sdo utilizadas como feroménio, atuando como pré-requisito basico para o
reconhecimento e selecdo sexual de conspecificos durante a corte (ZIMMERMANN;
RAMIREZ; ELTZ, 2009). Para isso, os polinizadores atuam como agentes seletivos,
escolhendo as fragrancias a serem adquiridas através da preferéncia inata por determinados
compostos, refinamento desta preferéncia através do aprendizado (aspectos quantitativos) e
restricdo da coleta de compostos indesejaveis (feedback negativo), garantindo a formacéo de
misturas especificas (ELTZ; ROUBIK; LUNAU, 2005). A visita discriminatoria baseada na
fragrancia floral tem importantes implicagbes no sucesso reprodutivo das plantas (e.g.,
WILLIAMS; WHITTEN, 1983).

Catasetum L. C. Rich. ex Kunth (Catasetinae) € um entre 0s varios géneros de
orquideas Neotropicais polinizados por machos de abelhas euglossine. O género inclui
aproximadamente 130 espécies distribuidas principalmente na regido tropical das Américas
Central e do Sul (ROMERO; CARNEVALLI, 2009). As flores normalmente sdo unissexuais
com morfologia distinta (heterantia) e determinacdo sexual de acordo com as caracteristicas
ambientais e nutricionais do individuo (GREGG, 1975; ROMERO; NELSON, 1986;
ZIMMERMAN, 1991; ROMERO, 1992; GERLACH, 2007, 2013). As espécies simpatricas
utilizam as fragrancias florais como parte fundamental no mecanismo de isolamento
reprodutivo (HILLS; WILLIAMS; DODSON, 1972). A composicdo destes aromas consiste
na mistura de substancias com acdo atrativa e repelente em diferentes proporcdes que sao
detectados mesmo em diminutas quantidades pelos machos de euglossine (WILLIAMS;
DODSON, 1972; WILLIAMS; WHITTEN, 1983). Assim, elas atraem espécies particulares
de abelhas que, em sinergia com os demais filtros florais (i.e., caracteristicas morfoldgicas),
atuam como polinizadores efetivos.

As fragrancias florais parecem ter papel central na diversificagdo em Catasetum.
Qualquer mutacdo ou hibridizacdo que resulte em mudanca na composicdo das fragrancias
gera mudanca no polinizador e impede o fluxo génico, contribuindo para a origem de novas
linhagens (SCHIESTL; SCHLUTER, 2009; van der NIET; PEAKALL; JOHNSON, 2014).
Estudos anteriores sobre a composicao das fragrancias em Catasetum foram realizados em um
grupo muito pequeno de espécies. Além disso, as poucas informacdes disponiveis sobre a
evolucdo infragenérica da sinalizacdo quimica entre flores de orquideas euglossinofilas e
polinizadores baseada em dados moleculares concentra-se em apenas dois géneros de
Stanhopeinae (WILLIAMS; WHITTEN, 1999; HETHERINGTON-RAUTH; RAMIREZ,
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2016). Considerando isto, este capitulo descreve a diversidade de compostos voléateis florais e
analisa as variagbes interespecificas qualitativas nas fragrancias de Catasetum.
Adicionalmente, também analisamos a formacdo de quimiotipos entre as espécies e

observamos sua possivel relacdo com a cladogénese presente na secdo 2 desta tese.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Coleta, analise e identificacdo dos volateis florais

Os volateis florais foram coletados em individuos Unicos pertencentes a 33 espécies de
Catasetum (Tabela 1). A amostragem foi realizada em plantas mantidas sob cultivo no
Orquidario do Laboratorio de Biologia Molecular e Biossiteméatica de Plantas (LBMBP-
FFCLRP-USP) e conduzidas durante o periodo em que os volateis florais sdo perceptiveis ao
nariz humano (10:00 as 13:30, ap6s 2-5 dias da antese). As amostras foram obtidas através de
técnica de coleta dindmica combinada com cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS). Para isso, as flores foram submetidas ao aprisionamento num sistema de
captacdo, onde o ar de entrada era filtrado por um tubo contendo 0,5 g de carvéo ativado. O
sistema de captacdo consistiu na utilizacdo de duas flores colocadas em bal&o de vidro inerte e
uma bomba a vacuo para aspirar o ar no entorno das amostras durante 60 minutos (baldo de
vidro) ou 3 horas (saco de polyester). A captacdo dos volateis ocorreu quando o ar aspirado
passou através de um tubo contendo o polimero adsorvente Porapak™ Q (malha 50-80,
SUPELCO, Bellefonte, PA, EUA), antes de ser expelido. Este polimero contendo os volateis
foi eluido em acetato de etila (700 uL) e a solucdo resultante armazenada a -80°C, até a
anélise via GC-MS.

Os compostos volateis foram analisados utilizando um cromatdgrafo de fase gasosa
acoplado a um espectrometro de massas (modelo Shimadzu QP2010S). O equipamento
possuia fonte de ionizacéo por elétrons (EI) e analisador tipo quadrupolo. Utilizou-se 0 modo
de injecdo splitless sob temperatura de 250°C na fonte (fluxo de emissdo de 60 UA e energia
de ionizagdo de 70 eV). A coluna utilizada foi do tipo silica fundida com fase estacionéria
DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), com volume de injecéo de 1,0 pL e hélio como géas de
arraste. O aquecimento teve programacao de temperatura de 100-300°C a 3°C/min, durante 60
minutos. Os sinais obtidos por GC-MS foram analisados com o software GC Solution e
utilizados para a identificacdo estrutural das substancias através de comparacdo entre 0s

padrdes de fragmentacdo obtidos nos espectros de massas e 0s espectros das bibliotecas de
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dados NIST8, WILEY 7 e FFNSC 1.3. Adicionalmente, os dados obtidos foram comparados
com o indice de retencdo relativa (IRR) determinado pela equacdo de Kovats a partir dos
tempos de retencdo de cada n-alcano da série homologa (C9-C22), que foi injetado no

cromatografo por via imida utilizando o mesmo método de operagdo do cromatografo.

4.2.2 Andlise estatistica

A composicdo das fragrancias em Catasetum foi acessada através de analise
multivariada realizada no programa R 3.3.2 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016),
utilizando o pacote 'vegan' 2.4-3 (OKSANEN et al., 2017). Para isto, foi criada uma matriz
binaria (presenca/auséncia), na qual todos 0os compostos presentes possuiam o mesmo valor.
A similaridade na composicdo das fragrancias entre as espécies de Catasetum foi acessada
pelo método de ordenagdo por analise de componentes principais (PCA), utilizando a funcéo
'rda’. Os quimiotipos formados entre as espécies de Catasetum foram acessados utilizando o
método de classificacdo por agrupamento hierdrquico aglomerativo (i.e., unweighted pair-
group method using arithmetic averages - UPGMA). Para isto, foi utilizada a funcéo 'hclust'
no modo ‘average'. A cladogénese utilizada para fins comparativos com os resultados do
UPGMA obedece a arvore combinada total recuperada através da analise de inferéncia
bayesiana apresentada na secdo 2 desta tese. Esta arvore apresentou quatro clados,
denominados nesta se¢do por Clados A (C. macroglossum - C. viridiflavum), B (C. punctatum

- C. arietinum), C (C. ochraceum + C. planiceps) e D (C. maranhense - C. ciliatum).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Diversidade quimica dos volateis florais

Foram detectados e identificados 52 compostos organicos volateis pertencentes a trés
classes quimicas distintas, sendo 41 terpendides (30 monoterpenos e 11 sesquiterpenos), 10
benzendides/fenilpropandides e uma substancia nitrogenada (Tabela 1). Os volateis
identificados sdo originados por apenas duas vias biossintéticas (via do mevalonato e via do
shikimato) e apresentam pequena variabilidade estrutural, com varios isdmeros identificados.
O indice de retencdo de Kovats (KI) dos compostos variou de 927 a 1587. O numero total de
volateis florais por individuo variou de 1 a 14, com media de 5,51 compostos/individuo. As

especies com maior diversidade de compostos em suas fragrancias foram C. macrocarpum, C.
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discolor, C. expansum, C. maranhense e C. albovirens, com 14, 12, 12, 11 e 10 compostos
majoritarios, respectivamente. Poucos compostos foram compartilhados entre mdaltiplas
espécies, com apenas 12 compostos identificados em cinco ou mais espécies. Os compostos
a-pineno, sabineno, eucaliptol e B-mirceno, todos monoterpenos de baixo peso molecular
(KI=933 a 1032), foram os mais frequentes. Entretanto, a maioria dos compostos foi
registrada para apenas uma ou duas espécies.
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Tabela 1 - Diversidade de compostos volateis florais entre as espécies amostradas. As cores representama classe do composto: Amarelo - Monoterpeno, Azul - Sesquiterpeno, Laranja -

Benzenodide/fenilpropanoide, Verde - Substancia nitrogenada. * Compostos extraidos de machos de abelhas euglossine. « Compostos identificados em outras orquideas euglossinofilas. +

Compostos com atratividade conhecida para machos de abelhas euglossine emtestes comiscas em campo.
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22 - C. maranhense

23 - C. mattosianum
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25 - C. multifissum
26 - C. pileatum

1
1

1
1
1

27 - C. planiceps
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1
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1

1
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33-C.vinaceum
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TOTAL
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4.3.2 Variacao interespecifica dos volateis florais

A analise dos dados revelou pequena variacdo interespecifica na composicdo das
fragrancias em Catasetum, ndo havendo a formacdo de agrupamentos de espécies evidente
(Figura 1). Foram formados 5 quimiotipos de fragrancias entre as espécies, porém com pouca
dissimilaridade entre eles (Figuras 2 e 3). Os quimiotipos foram distintos pela presenca de
determinados compostos que foram identificados na maioria das espécies constituintes: 1 -
2,4-dimetil-acetofenona, acetato de nerila e (E,E)-a-farneseno; 2 - a-tujeno, a-pineno,
sabineno, B-pineno e eucaliptol; 3 - linalol; 4 - a-pineno, sabineno, B-pineno e indol; 5 - a-
pineno, sabineno, B-pineno, B-mirceno e eucaliptol. Entretanto, nenhum composto esteve
presente em todas as espécies de seu grupo de fragrancia. A presenca dos terpendides variou
entre 0s quimiotipos: no grupo 1 a maioria dos compostos identificados nas espécies eram
sesquiterpenos; nos grupos 2 e 3 a maioria era de monoterpenos, nos grupos 4 e 5 houve um
equilibrio entre os dois tipos de terpenoides. Adicionalmente, foi possivel observar que nos
quimiotipos 1 e 3 prevaleceram espécies com poucos compostos em suas fragrancias (média
de 4,4 e 3,8 compostos, respectivamente) e no quimiotipo 2 espécies com muitos compostos
(média de 7,3).

A distribuicdo dos quimiotipos foi heterogénea quando comparada a cladogénese,
sugerindo convergéncia quimica das fragrancias florais. No quimiotipo 1 constam espécies
pertencentes aos clados 2 (C. arietinum e C. cernuum) e 4 (C. albovirens, C. ariquemense, C.
barbatum, C. bicolor e C. cirrhaeoides) da cladogénese. No quimiotipo 2 constam espécies
dos clados 1 (C. expansum) e 4 (C. complanatum, C. confusum, C. cristatum, C. denticulatum
e C. discolor). No quimiotipo 3 constam espécies dos clados 2 (C. luridum) e 4 (C.
fimbriatum, C. gardneri, C. hopkinsonianum, C. juruenensis e C. lanciferum). No quimiotipo
4 constam espécies dos clados 1 (C. macroglossum), 2 (C. mattosianum e C. multifissum) e 4
(C. macrocarpum, C. maranhense e C. multifidum). No quimiotipo 5 constam espécies dos
clados 2 (C. purum), 3 (C. planiceps) e 4 (C. pileatum, C. pulchrum, C. rooseveltianum, C.

saccatum, C. semicirculatum e C. vinaceum).
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Figura 1 - Andlise de componentes principais (PCA) das fragrancias florais presentes em 33 espécies de

Catasetum. Numeragao das espécies de acordo com a Tabela 1.
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Figura 2 - Agrupamento aglomerativo (UPGMA) da composicao das fragrancias florais presentes em 33 espécies
de Catasetum. Numeracédo das espécies de acordo com a Tabela 1.
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Figura 3 - Andlise de componentes principais (PCA) das fragrancias florais presentes em 33 espécies de

Catasetum com quimiotipos mostrados em cores (1 - vermelho, 2 - verde, 3 - lilés, 4 - azul, 5 - laranja).
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4.4 DISCUSSAO

As fragrancias florais sdo fundamentais para assegurar a reproducdo sexual das
orquideas euglossinodfilas, atraindo e manipulando o comportamento do polinizador (e.g.,
RAGUSO, 2008). Variagdes qualitativas e quantitativas na composi¢cdo destes aromas sao
comuns entre espécies proximamente relacionadas (e.g., KNUDSEN et al., 2006). A variagdo
qualitativa refere-se ao numero e identidade dos compostos que diferem em suas propriedades
quimicas e fisicas, sendo a volatilidade a caracteristica mais importante num contexto de
sinalizacdo quimica. Entre os compostos detectados, nenhum foi exclusivo para Catasetum.
Muitos deles sdo comumente encontrados em outras orquideas euglossindfilas (e.g.,
GERLACH; SCHILL, 1991). Inclusive, alguns sdo tdo amplamente produzidos (i.e.,
limoneno, (E)-B-ocimeno, B-mirceno, linalol, a-pineno, B-pineno, alcool benzilico e B-
cariofileno), que ocorrem em mais de 50% das fanerégamas (KNUDSEN et al., 2006).
Entretanto, o polimorfismo quimico envolve também as func@es bioldgias dos compostos que
estdo misturados nas fragrancias, os quais podem ser biologicamente ativos (atrativos ou
repelentes) ou ndo-ativos e muito pouco se conhece sobre a maneira como eles sdo percebidos
pelos polinizadores, ndo havendo uma relagdo entre a predominancia de certos compostos e
sua atratividade (e.g., CHITTKA; RAINE, 2006; SCHIESTL, 2015). Véarios dos compostos
volateis emitidos por Catasetum foram extraidos da tibia traseira de machos de euglossine
(ELTZ et al., 1999; ELTZ; ROUBIK; LUNAU, 2005; ZIMMERMANN; RAMIREZ; ELTZ,
2009; MITKO et al., 2016) ou tém sua atratividade conhecida através da utilizacdo de iscas
odoriferas com compostos puros em campo (e.g., WILLIAMS; WHITTEN, 1983), sugerindo
que as abelhas os coletam ativamente.

Embora hajam diferencas substanciais entre os nossos resultados e os obtidos em
estudos anteriores, em todos foi observada uma baixa variabilidade interespecifica na
composicgdo das fragrancias. Hills, Williams e Dodson (1972), Williams e Whitten (1983) e
Gerlach e Schill (1991) analisaram um total de 20 espécies de Catasetum, detectando 53
compostos volateis florais (apenas 27 identificados). Os compostos mais comuns nestes
estudos foram: a-pineno, eucaliptol (=1,8-cineol), limoneno, acetato benzilico, carvona e a-
felandreno. Recentemente, Milet-Pinheiro et al. (2015) detectaram 99 compostos em 18
individuos de apenas uma espécie de Catasetum (i.e., C. uncatum). Apesar da disparidade
qualitativa quando comparado aos resultados de estudos anteriores, a maioria dos compostos
aparece somente como tragos (91 compostos com >1% do volume total da amostra) e apenas
8 compostos sdo majoritarios (dois compostos correspondem a 49,8% do volume total das
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amostras). Estas diferencas ocorrem devido as mdltiplas metodologias utilizadas. Segundo
Raguso e Pellmyr (1998), a comparagdo direta entre estudos torna-se impossivel devido a
auséncia de padronizacao, ocorrendo variaces nas condi¢cdes do material vegetal utilizado e
de coleta, variagdes no método de coleta e preparacdo da amostra e variagbes nos parametros
da técnica de GC-MS. Além da variacdo intraespecifica naturalmente observada em nivel
inter- ou intrapopulacional (e.g., KNUDSEN, 2002; DOTTERL; WOLFE; JURGENS, 2005;
MANT; PEAKALL; SCHIESTL, 2005).

A composicdo das fragrancias florais ndo parece seguir um padrdo evolutivo em
Catasetum. Resultados semelhantes foram encontrados em Stanhopea e Gongora, nos quais a
distribuicdo dos grupos de fragrancias foi majoritariamente heterogénea entre os clados
(WILLIAMS; WHITTEN, 1999; HETHERINGTON-RAUTH; RAMIREZ, 2016). Apenas
um quimiotipo correspondeu ao clado da filogenia em Stanhopea e nenhum em Gongora. Isto
indica que as fragrancias florais evoluem facilmente entre espécies proximamente
relacionadas, apresentando vérias apomorfias e reversdes de carater dentro de um mesmo
clado infragenérico. A alta diversidade e complexidade das familias de genes que
transcrevem 0s compostos volateis permitem uma alta plasticidade fenotipica entre as
fragréncias emitidas, possibilitando que variagdes ocorram em resposta a selecdo imposta
pelos polinizadores. Mudangas na composi¢do das fragrancias sdo possiveis ndo apenas
devido ao surgimento de novos genes (e, consequentemente, novos compostos) através de
copias paralogas, mas principalmente por mudancas regulatérias ou auséncia de atividade
enzimatica causada pela perda da expressdo génica (e.g., XIANG et al., 2007). Portanto, cada
populacdo de plantas possui um conjunto Unico de compostos secundarios (inclusive
fragréncias florais) bem adaptados as demandas particulares de seu nicho ecoldgico
(HARTMANN, 2007).

A rapida diversificacdo dos genes do metabolismo secundario das plantas
provavelmente facilitou a origem e diversificacdo da sindrome euglossinéfila em orquideas,
atraves da especializacdo deste mecanismo de polinizagcdo. As orquideas com esta sindrome,
incluindo Catasetum, utilizam as fragrancias florais como principal componente no
isolamento reprodutivo entre as espécies simpatricas devido a total dependéncia dos machos
de euglossine para sua reproducdo (e.g., DODSON et al., 1969; GREGG, 1983; GERLACH,;
SCHILL, 1989). Eles escolhem as orquideas a serem visitadas pela presenca de compostos
biologicamente ativos particulares, reduzindo a variabilidade destes compostos nas espécies
de orquideas em que ocorrem (e.g., SALZMANN et al., 2007). A pressdo seletiva resultante

desta visita discriminatéria atua diferentemente entre compostos ativos e ndo-ativos,
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formando um mosaico evolutivo das fragréncias (e.g., SCHIESTL, 2015). Entretanto, as mais
de 200 espécies de euglossine sdao compartilhadas entre mais de 600 espécies de orquideas
euglossinofilas (e.g., ACKERMAN, 1983; RAMIREZ et al., 2010). Isso é possivel devido a
atuacdo dos demais filtros florais que, em conjunto com a fragrancia, impedem o fluxo génico
entre as espécies e possibilitam o compartilhamento de nicho (e.g., DRESSLER, 1968;
PANSARIN; PANSARIN, 2011; NUNES et al., 2017). O comportamento do polinizador
também interfere neste mecanismo. Segundo Carvalho e Machado (2002), duas espécies de
Eulaema (i.e., E. bombiformis e E. nigrita) visitam as flores de C. macrocarpum, porém E.
nigrita ndo remove o polinario pois ndo apresenta o comportamento de entrada no labelo
galeiforme. Portanto, a selecdo disruptiva, originada por mudangas na composi¢do das
fragrancias florais e mediada pela consequente mudanca na espécie do polinizador, quando
acompanhada pela divergéncia nas demais caracteristicas florais, resulta em diversificacdo
(SCHIESTL; SCHLUTER, 2009; van de NIET; PEAKALL; JOHNSON, 2012).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo avaliou a evolucdo dos principais filtros florais em Catasetum,
caracterizando extensivamente a diversidade do género. A partir dos resultados foi possivel
observar que a historia evolutiva compreendeu varias reversdes e convergéncias de carater
entre as espécies. Foi possivel confirmar o monofiletismo e as plesiomorfias do género,
revelando algumas tendéncias, como a reducdo do tamanho das flores/polinizadores, aumento
na complexidade do labelo apenas em flores masculinas e consequente progressao na
diferenciacdo entre flores masculinas e femininas, presenca de polimorfismo quimico com
baixa variabilidade interespecifica e ndo relacionado a cladogénese, etc. A pressao seletiva
causada pelos polinizadores, ao escolherem as espécies a serem visitadas, tem direcionado a
evolucdo da biologia floral neste género. A morfologia, a distribuicdo do tecido secretor e a
fragréncia emitida sdo complementares, atuando em conjunto para gerar respostas etoldgicas
especificas dos polinizadores. A alta especificidade gerada por este mecanismo reduz o
compartilhamento de polinizadores, levando ao transporte mais eficiente do pdlen e
diminuindo o fluxo génico interespecifico. Portanto, existem evidéncias consistentes de que
estes trés filtros florais atuam como barreiras de isolamento reprodutivo entre espécies
simpatricas, divergindo entre as linhagens.

Foram compiladas informacfes muito fragmentadas na literatura, além de registrar
caracteristicas florais nunca antes descritas para as espécies. Atualizamos o conhecimento
infragenérico, possibilitando que as subdivisdes tradicionais e as caracteristicas que as
delimitam sejam reavaliadas. Procuramos abranger ao maximo as espécies brasileiras.
Embora a maioria das espécies de Catasetum seja endémica do Brasil, poucas haviam sido

analisadas em estudos anteriores.
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