Universidade Federal de Juiz de Fora
Programa de P6s-Graduacdo em Ecologia Aplicada ao Manejo e Conservacéo de
Recursos Naturais

Ana Cristina Atala Alves

ANATOMIA ECOLOGICA DE ORCHIDACEAE JUSS. DO PARQUE
ESTADUAL DO IBITIPOCA, MG, BRASIL

Juiz de Fora
2015



Ana Cristina Atala Alves

ANATOMIA ECOLOGICA DE ORCHIDACEAE JUSS. DO PARQUE
ESTADUAL DO IBITIPOCA, MG, BRASIL

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ecologia Aplicada ao Manejo e
Conservacdao de Recursos Naturais da
Universidade Federal de Juiz de Fora, como
parte dos requisitos necessarios a obtencao do
titulo de Doutora em Ecologia.

Orientador: Prof. Dr. Daniel Sales Pimenta

Co-orientador: Prof. Dr. Luiz Menini Neto

Juiz de Fora
2015






“Porque a cabeca da gente ¢ uma sé, e as coisas
que hd e que estdo para haver sdo demais de
muitas, muito maiores diferentes, e a gente tem
de necessitar de aumentar a cabega para o total.”

— QGuimaraes Rosa



Ao0s meus pais, Rosa e Antbnio, que sempre me apoiaram na ansia de
trilhar caminhos mais longos, de mergulhar profundamente e de alcar
voos distantes.



AGRADECIMENTOS

A Deus por me conceder saude e forcas para a realizacao deste trabalho.

Ao meu orientador Prof. Dr. Daniel Sales Pimenta, que depositou toda sua confianca
em meu potencial para desenvolver este trabalho, meus sinceros agradecimentos por essa
oportunidade.

A estimada amiga, e técnica do laboratdrio de Anatomia Vegetal (antes de mais nada)
e Fitoquimica, Flavia Bonizol Ferrari, que esteve presente ao meu lado por todo o percurso do
meu doutorado, auxiliando-me, mas, acima de tudo, compartilhando seus ricos conhecimentos
das técnicas de Anatomia. Agradeco por tudo que aprendi com vocé e pela amizade que se
consolidou ao longo desses anos de convivéncia. Nossas conversas, nossas gargalhadas e sua
companhia nos serdes até as 23h, com certeza, tornaram tudo mais leve!

Ao meu coorientador Prof. Dr. Luiz Menini Neto, agradeco pelo acompanhamento nas
excursdes ao Parque Estadual do Ibitipoca para reconhecimento a campo das espécies de
orquideas do presente trabalho e pela identificacdo das mesmas. Obrigada pelas corre¢des e
valiosas contribui¢fes nos resumos enviados para 0s congressos e na redacao desta tese.

A Prof.2 Dr.2 Nadia Silvia Somavilla que gentilmente transferiu parte do material desta
tese para realizacdo da MEV na Universidade Federal de Brasilia. Agradeco também pela
ajuda no emblocamento do material, pelo empréstimo da navalha para sec¢do do mesmo e dos
inimeros compostos fornecidos para sintese dos reagentes utilizados nos testes histoquimicos.
Obrigada também pelo esclarecimento de duvidas, pela convivéncia agradavel e pela boa
vontade sempre em ajudar.

A Prof.2 Dr.2 Patricia Elaine Almeida, do Laboratério de Biologia Celular-UFJF, pelo
acompanhamento na Microscopia confocal para auxilio na analise das goticulas lipidicas dos
elai6foros das flores das Oncidiuns e pela ajuda na analise dos resultados da Microscopia
Eletronica de Transmissé&o.

A Prof2 Dr.2 Rossana Melo pelo incentivo, pelo apoio quanto a utilizacdo do
laboratdrio de Biologia Celular-UFJF e pelo esclarecimento de duvidas.

A Prof2 Dr.2 Priscila De Faria, do Laboratério de Bioquimica-UFJF, por tdo
gentilmente conceder o uso do Microscépio Confocal e as colegas Danielle Marconato e
Priscila Farani pelo acompanhamento nas analises.

Ao Prof. Dr. Saulo Marcal e a Aryane Reis, do Laboratério de Biologia-UFJF, pelo
auxilio na técnica de maceracdo de material vegetal e pelo acompanhamento na Microscopia
de radiacéo Ultra-violeta.

Ao Prof. Dr. Richard Michael Grazul e ao doutorando Arthur Girardi Carpanez, do
Departamento de Quimica-UFJF, que realizaram as analises quimicas das flores de Oncidium
donianum Bateman ex W. Baxter e Oncidium warmingii Rchb.f. e auxiliaram na interpretagéo
dos resultados.

A Universidade Federal de Minas Gerais pela realizacio da Microscopia Eletronica de
Transmissao em parte do material da tese.

A Fiocruz, pelas imagens realizadas no Microscopio Eletrénico de Transmisséo, e em
especial ao técnico José Luiz Mazzei, pelas analises quimicas.

A prof2 Dr.2 Luciana Moreira Chedier pelos esclarecimentos na metodologia da
preparacdo do material para analise quimica.



Ao Instituto Estadual de Florestas pelo consentimento de licenca para coleta.

Aos gestores do Parque Estadual do Ibitipoca, Jodo Carlos Lima de Oliveira e Rose
Belcavelo, e a todos os funcionérios do PEIB, pelo apoio nas excursdes e nas estadias no
mesmo.

Aos professores do Departamento de Botanica-UFJF, e ao querido amigo Wanderson
Ribeiro, obrigada pela convivéncia agradavel e pelo incentivo. Agradeco, em especial a prof.2
Dr.2 Andrea Luizi Ponzo, que, desde o inicio, quando ainda eu estava pensando em realizar
este doutorado, mostrou-se disponivel para ajudar no que fosse preciso; obrigada pelo
empréstimo da Cémara Clara e do microscopio acoplado a ocular milimetrada do laboratorio
de Briofitas e, também, pelas inimeras conversas. Meu agradecimento carinhoso a prof.2 Dr.2
Fatima Salimena pelo empréstimo de sua sala para a redacdo desta tese e pelas conversas
construtivas. Ao amigo prof. Dr. Vinicius Dittrich pelo incentivo e pela boa vontade sempre
em ajudar. Ao prof. Dr. Paulo Henrique Peixoto, meu agradecimento pela utilizacdo de
equipamentos eletroeletrénicos do Laboratorio de Fisiologia Vegetal.

Aos colegas da turma do doutorado e aos colegas do laboratério que vem e que Vvéo,
foi muito bom conhecer todos vocés. Ao colega e doutorando Rafael Marques Almeida pela
boa vontade e auxilio na traducédo dos artigos.

Aos professores, vinculados ao programa de pds-graduacdo (PGEcol), que tive o
prazer de compartilhar conhecimentos e aos funcionérios, Rosimar Adriana Cezério e Julio
César Gomes Graca, pela prontiddo sempre em ajudar.

A Capes pela bolsa de estudos e & UFJF pelo suporte para a realizacio desta pesquisa.

Aos membros da banca pela gentileza em aceitar o convite para participarem da defesa
e pelas sugestdes para melhorias do presente trabalho.

Aos meus familiares pela compreensdo de minha auséncia em momentos ndo
compartilhados. A minha mae por ser meu braco forte nas horas de sufoco e ao meu pai pelo
apoio de sempre. Ao David, que é um bidlogo nato, obrigada pelo auxilio nas coletas e pela
paciéncia. A minha lindinha, Isabela, que nasceu e cresceu junto com esta tese, ensinando-me
tantas coisas, principalmente, a ter fé e coragem para acreditar que tudo é possivel quando
temos amor envolvido naquilo que fazemos. Seu sorriso, sua docilidade e companhia,
estimada filha, foram combustivel poderoso para 0s momentos de cansaco!

As lindas orquideas que investiguei e a todos aqueles que contribuiram de alguma
forma para a realizacao e o sucesso deste trabalho.



RESUMO

A anatomia ecoldgica vegetal investiga estratégias adaptativas das plantas quanto ao local que
habitam. As folhas sdo os 6rgdos vegetativos com maior plasticidade fenotipica em resposta
aos fatores ambientais: radiacdo solar, temperatura, umidade relativa do ar e velocidade do
vento. As flores apresentam pistas de como ocorrem interacbes quimicas com seus
polinizadores. O Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB), Minas Gerais, Brasil, apresenta um
mosaico de fitofisionomias, e suas respectivas condi¢des edafocliméaticas podem influenciar
na adaptacdo das Orchidaceae, familia de plantas mais representativa do parque, quanto a
estrutura e quimica das folhas e dos recursos florais. Objetivou-se verificar: 1- A estrutura do
elaioforo e a composicdo quimica de sua secrecdo em Oncidium donianum Bateman ex
W.H.Baxter e O. warmingii Rchb.f.; 2- As adaptacbes morfo-anatdbmicas, fisiologicas e
quimicas das folhas das orquideas Hadrolaelia coccinea (Lindl.) Chiron, Pleurothallis rubens
Lindl. e Prosthechea pachysepala (Klotzsch) Chiron & V.P. Castro no interior (I) e na borda
(B) da nanofloresta nebular; 3- As adaptacGes morfo-anatdmicas, fisiologicas e quimicas das
folhas das orquideas Zygopetalum maculatum (Kunth) Garay e Epidendrum secundum Jacqg.
em duas cotas altimétricas, a 1200 e 1784m. Afericdes climaticas foram realizadas com o
termohigrografo Instrutherm Thall 300 em todas as fitofisionomias estudadas nas quatro
estacOes do ano. Elaidforos de flores jovens, maduras e senescentes de O. donianum e de O.
warmingii foram coletados para analises morfo-anatdmicas, microscopicas de varredura,
confocal de varredura a laser, transmissdo e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM). Para as analises morfo-anatdmicas foram coletadas folhas de H.
coccinea, P. rubens, P. pachysepala no | e B; e folhas de Z. maculatum e E. secundum, em
diferentes altitudes. Quantificacdo de clorofilas, testes histoquimicos e analises quimicas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de fotodiodo (CLAE-
DAD) foram realizadas em trés folhas coletadas de trés individuos de cada espécie por
fitofisionomia. O indice de plasticidade fenotipica (IPF) foi calculado para cada variavel
morfolégica, anatdbmica e fisiologica. Para avaliar as diferencas de cada variavel entre as duas
fitofisionomias utilizou-se teste t-student ou teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A
radiacdo solar global (ummolm-2s-1) foi maior na B em comparagdo ao I. Os elai6foros de O.
donianum e de O. warmingii sdo do tipo epidermal e secretam material lipidico representado
qguimicamente por hidrocarbonetos de cadeia longa. Hadrolaelia coccinea e P. pachysepala
apresentaram respostas morfo-anatbmicas semelhantes, configurando tipos funcionais
similares. Pleurothallis rubens apresentou diferencas significativas apenas para trés variaveis
no inverno e duas no verdo. Maiores teores de flavonoides foram produzidos por P.
pachysepala e P. rubens na B, como resposta fotoprotetora. Diferencas significativas para
producdo de flavonoides foram observadas apenas nas esta¢fes verdo e inverno, com maiores
producdes no | e B, respectivamente, para P. pachysepala e o contrario para P. rubens, o que
provavelmente esteja relacionado a defesa constitutiva na primeira e fotoprotecdo na segunda.
Hadrolaelia coccinea foi a orquidea de maior IPF, o que possibilita maiores sobrevivéncia as
oscilacBes climéaticas e amplitude de distribuicdo geografica. A umidade relativa do ar e a
velocidade do vento foram maiores na alta altitude. Zygopetalum maculatum e E. secundum
apresentaram respostas adaptativas diferenciadas quanto as cotas altimétricas. Maiores teores
de flavonoides foram produzidos por Z. maculatum na baixa altitude como resposta ao maior
estresse hidrico. Epidedrum secundum obteve maior IPF. Este trabalho gerou contribuicGes
para a compreensdo da dindmica das adaptacGes das orquideas no PEIB e para adogdo de
medidas preventivas a sua conservagdo e ao ecossistema no qual elas se encontram.

Palavras-chave: elaioforo, flavonoides, folhas, orquideas, plasticidade fenotipica



ABSTRACT

Plant ecological anatomy investigates plants adaptive strategies as to the place they inhabit.
The leaves are the vegetative organs of higher phenotypic plasticity in response to
environmental factors: solar radiation, temperature, relative humidity and wind speed. The
flowers have important clues as occurring chemical interactions with their pollinators. The
Ibitipoca State Park (PEIB), MG, Brazil, presents a mosaic of vegetation types, and their soil
and weather conditions may influence the adaptation of Orchidaceae, family most
representative plants of the park. The goals were to assess: 1- The structure of the elaiophore
and the chemical composition of its secretion in Oncidium donianum Bateman ex W.H.Baxter
and O. warmingii Rchb.f. of the PEIB; 2- The morphological, anatomical, physiological and
chemical leaves adaptations of orchids Hadrolaelia coccinea (Lindl.) Chiron, Pleurothallis
rubens Lindl. and Prosthechea pachysepala (Klotzsch) Chiron & VP Castro inside and on the
edge of nebular nanofloresta of PEIB; 3- The morphological, anatomical, physiological and
chemical leaves adaptations of orchids Zygopetalum maculatum (Kunth) Garay and
Epidendrum secundum Jacg. in two elevations, the 1200 and 1784m, of PEIB. Climate
measurements were performed with Instrutherm Thal 300 thermohygrograph, in all vegetation
types studied in the four seasons. Elaiophores of young, mature and senescent flowers of O.
donianum and O. warmingii were collected for morphological and anatomical analysis, as
well as for analyses with scanning confocal microscope, laser scanning microscope,
transmission microscope and gas chromatography-mass spectrometry (GCMS). For
morphological and anatomical analyzes were collected H. coccinea, P. rubens, P.
pachysepala leaves in the nebular nanofloresta and edge; and Z. maculatum e E. secundum
leaves at different altitudes. Quantification of chlorophylls, histochemical tests and chemical
analysis by high-performance liquid chromatography coupled with photodiode array detector
(HPLC-DAD) were conducted in three leaves collected from three individuals of each species
per vegetation type. The phenotypic plasticity index (IPF) was calculated for each
morphological, anatomical and physiological variable. To assess the significant difference of
each variable between the two vegetation types we used Student t test or nonparametric
Mann-Whitney. The global solar radiation (ummolm™s™) was higher at the edge compared to
nanofloresta nebular. The elaiophores of O. donianum and O. warmingii are epidermal and
secrete lipid material chemically represented by long chain hydrocarbons. Higher flavonoid
content was produced by P. pachysepala and P. rubens at the edge, as photoprotective
response. The flavonoid synthesis was statistically significant only in the summer and winter
seasons, with higher yields and inside edge, respectively, for P. pachysepala and the opposite
to P. rubens, which is probably related to the constitutive defense in the first and the second
photoprotection. Hadrolaelia coccinea was the most IPF, so most likely to survive the
environmental fluctuations and shows greater geographical distribution. The relative humidity
and wind speed were higher at 1784m. Zigopetalum maculatum and E. secundum showed
different adaptive responses regarding altitudes. Higher average content of flavonoids was
produced by Z. maculatum at the 1200m. Epidendrum secundum detected the higher IPF. This
work led to contributions to the understanding of the dynamics of adaptations of orchids in
PEIB and to adopt preventive measures for its conservation and ecosystem in which they
operate.

Key words: elaiophore, flavonoids, leaves, orchids, phenotypic plasticity



LISTA DE ABREVIATURAS

AA - alta altitude

AFE - area foliar especifica

B - borda

BA - baixa altitude

CA - contelido de agua

CAB - cuticula da face abaxial

CAD - cuticula da face adaxial

Carot - carotenoides

Cla - clorofila a

Cl a/b - proporcédo clorofila a por clorofila b

CLAE-DAD - cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
fotodiodo

CG-EM - cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Clb - clorofila b

Clt - clorofila total

Cl t/Carot - proporcéo clorofila total por carotenoides

EAB - face abaxial da epiderme

EAD - face adaxial da epiderme

FAA - formaldeido, acido acético e alcool

GS - grau de suculéncia

HAB - hipoderme da face abaxial

HAD - hipoderme da face adaxial

IPF - indice de plasticidade fenotipica

LT - lamina total

MF - massa foliar

MF - massa foliar especifica

MH - mesofilo homogéneo

MS - massa seca

Pla - IPF para as variaveis anatdbmicas

PIf - IPF para as variaveis fisiologicas

PIm - IPF para as variaveis morfologicas

PL - parénquima lacunoso

PP - parénquima paligadico

RMN - Ressonancia magnética nuclear
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Oncidium donianum Bateman ex W. Baxter: (A) Vista frontal da flor.
MEV: (B) Aspecto geral do calo. (C) Detalhe do é&pice da projecdo do
calo com globulo (Gl). (D) Glébulo maximizado. (E) Apice da projecio
do calo com espessamento da parede anticlinal da epiderme, conferindo
aspecto de rede e papilas. (F) Detalhe da cuticula do elaioforo distendida
pelo acumulo de secrecdo e espessamento da parede anticlinal, conferindo
aspecto de rede. Microscopia de luz. Seccédo longitudinal do elaioforo: (G)
Detalhe do &pice da projecdo do calo. AP= 4pice da projecdo; C= calo; E=
células epidérmicas; L= labelo; P= papilas; Pa= parénquima; ponta de
seta= parede anticlinal espessada; R= idioblastos com rafides; Se= células
subepidérmicas; St= estbmato; A= sépala dorsal, m= pétala lateral, o=
sépala lateral; seta= distensdo da cuticula; Vb= feixe vascular; *= tabula
infraestigmatica. Barras de escala: A= 2 mm; B= 1 mm; C, D= 100 pm;
E, FELOUM; G= 50 Mttt e

Oncidium warmingii Rchb.f.: (A) Vista frontal da flor. (B) Detalhe da flor
com destaque para o calo. MEV: (C) Aspecto geral do calo. (D) Apice da
projecdo com glébulos. (E) Glébulos entre células epidérmicas comuns e
papilosas. (F) Detalhe da cuticula distendida de célula secretora do
elaiéforo. Microscopia de luz de tecido fresco de elaiéforo: (G) Apice da
projecdo do elai6foro apresentando globulo lipidico apds reacdo com
Sudan I11. (H) Papilas cbnicas cobertas por secrecdo lipidica apos reagdo
com Sulfato Azul do Nilo. (I) Globulos lipidicos espalhados pela
epiderme do é&pice da projecdo do calo em corte paradérmico.
Microscopia Confocal de fluorescéncia: (J) Vista frontal do apice da
projecdo do calo com goticulas lipidicas apds reacdo com vermelho
neutro. Microscopia de luz de seccbes longitudinais do elaiéforo: (K)
Apice da projecdo do calo. (L) Papilas conicas cobertas por secrecio
lipidica. A= sépala dorsal; m= pétala lateral; = sépala lateral; L= labelo;
*= tabula infraestigmatica; C= calo; P= papila; AP= apice da projecdo do
calo; Gl= gldbulo; St= estbmato; seta branca= distensdo da cuticula; E=
células epidérmicas; Ld= goticula lipidica; Se= células subepidérmicas;
Pa= parénquima; R= idioblastos com rafides; Vb= feixe vascular. Barras
de escala: Ae B=2mm; C=1mm; D, H, I, L= 100 um; E, F, J= 10 pm;
G=50 M; K= 150 M.ttt e snne e

Oncidium donianum Bateman ex W. Baxter: microscopia confocal de
fluorescéncia — marcagdo com BODIPY no apice da projecéo do calo. (A)
(D) (G) DIC - Contraste de interface diferencial. (B) (E) (H) Imagens
confocal. (C) (F) (I) Sobreposicdo. Ld= goticula lipidica; S= acimulo de
material lipidico entre cuticula e parede da célula secretora. Barras de
escala: A-C, G-1=50 um; D-F= 25 IM...ccooiiiiiiiiieccec e

Oncidium warmingii Rchb.f.: microscopia confocal de fluorescéncia -
marcagdo com BODIPY no apice da projecdo do calo. (A) (B) (C)
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Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Capitulo 2
Figura 1.

Macerado de células do apice da projecdo do calo. (D) (E) (F) Papilas
cbnicas cobertas por secrecdo e goticulas lipidicas. (G) (H) (1) Células
epidérmicas com goticulas lipidicas. (A) (D) (G) Contraste de interface
diferencial (DIC). (B) (E) (H) Imagens confocal. (C) (F) (1) Sobreposicéo.
Ld= goticula lipidica; S= secrecdo; E= células epidérmicas; P= papilas.
Barras de escala: A-E= 25 pm; G-H= 10 HM......cccoviiiiniiiiinineceseeeees

Oncidium donianum Bateman ex W. Baxter: MET de células do &pice da
projecdo do calo. (A) Goticulas lipidicas, membranas intravacuolares e
dictiossomos espalhados pelo citoplasma. (B) Elaioplasto com estroma de
formato alongado, material osmiofilico entre os elementos estruturais da
parede celular e detalhe de comunicacdo entre paredes de células
epidérmicas. (C) Goticulas lipidicas proximas ao plasmalema. (D)
Detalhe de elaioplasto ovalado, contendo numerosas goticulas lipidicas.
(E) Detalhe de elaioplasto arredondado com plastoglobulinas. (F)
Actmulo de secrecéo eletron-densa préximo ao plasmalema. Ld= goticula
lipidica; Cw= parede celular; Di= dictiossomo; El = elaioplasto; Mf=
membranas intravacuolares; Pg= plastoglobulina; S= secrecdo eletron-
densa; seta= material osmio6filico; ponta de seta= campo primario de
pontoagdo. Barras de escala: Ae B=2 um; C, D e F=1um; E= 0,5 pm......

Oncidium warmingii Rchb.f.: MET de células do &pice da projecdo do
calo. (A) Citoplasma parietal com mitocéndrias e vesicula secretora. (B)
Goticulas lipidicas espalhadas pelo citoplasma ao redor do elaioplasto
com estroma altamente osmiofilico. (C) Goticulas lipidicas e dictiossomos
espalhados pelo citoplasma. (D) Fusdo da membrana plasmatica celular
com membrana da vesicula secretora para realizar exsudagdo. (E)
Material osmiofilico entre os elementos estruturais da parede celular. m=
mitocondria; Cw= parede celular; Vs= vesicula secretora; El =
elaioplasto; Ld= goticula lipidica; Di= dictiossomo; S= secre¢do eletron-
densa; seta= material osmidfilico. Barras de escala: A= 1 um; B, E= 0,5
[V T O D i O R 1o PRSP

Cromatograma (A) de flores maduras de Oncidium warmingii Rchb.f.,
destacando contaminante de fitalato e substancia majoritaria com seu
respectivo espectro de massas (B) com fragmentos em m/Z 43, 57, 71, 85,
LSS G TR T 0 1 1 VT

Quantificacdo relativa e comparativa do hidrocarboneto majoritéario obtido
das areas provenientes dos cromatogramas em CG-EM das amostras de
Oncidium warmingii Rchb.f. (OW), referéncia do eixo y da esquerda, e
das amostras de Oncidium donianum Bateman ex W. Baxter (OD),
referéncia do eixo y da direita. Barra de erros corresponde ao desvio
padrdo da area do hidrocarboneto nas trés idades de flores em separado
PAra CAUA BSPACIE. ......eitieieieete ettt bbbt

A-C. Condicdes climaticas do Parque Estadual do Ibitipoca, relativas a
radiacdo solar global ou luminosidade, temperatura e umidade,
respectivamente, aferidas em quatro estaces do ano, durante o periodo de
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Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

julho de 2013 a maio de 2014. B= borda e | = interior de floresta...............

Comparacdo da radiacdo solar global entre Juiz de Fora e os locais de
estudo no Parque Estadual do Ibitipoca, borda (B) e interior de floresta (1)
entre julho de 2013 amaio de 2014..........ccoeveeieeie i

Comparacdo da temperatura entre Juiz de Fora e os locais de estudo no
Parque Estadual do Ibitipoca, borda (B) e interior de floresta (I) entre
julho de 2013 amaio de 2014.......ccuviieiiecece e

Comparacdo da umidade relativa do ar entre Juiz de Fora e os locais de
estudo no Parque Estadual do Ibitipoca, borda (B) e interior de floresta (I)
entre julho de 2013 amaio de 2014..........coeveeieeie i

Comparacdo da pluviosidade entre Juiz de Fora e o Parque Estadual do
Ibitipoca no periodo de marco de 2011 a dezembro de 2013.......................
Fitofisionomias estudadas no Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB). A ¢ B.
Aspecto geral da borda (B). C e D. Aspecto geral do interior (I) de
nanofloresta NEDUIAT..............oooiiiiiiiiiii e

Hadrolaelia coccinea (Lindl.) Chiron. A. Aspecto geral. B. Borda. C.
Interior da mata. D, F, J e K. Cortes transversais da lamina foliar corados
com azul de astra e fucsina basica. F. Corte transversal da lamina foliar
mostrando resultado de teste histoquimico com floroglucinol. G-1. Cortes
transversais da lamina foliar mostrando cuticula destacada por Sudan IlI.
K. Detalhe do feixe vascular. L e M. Face adaxial (L) e abaxial (M) da
lamina foliar em vista paradérmica, corados com fucsina bésica. EAD=
face adaxial da epiderme; HAD= hipoderme da face adaxial; PP=
parénquima palicadico; PL= parénquima lacunoso; HAB= hipoderme da
face abaxial, EAB= face abaxial da epiderme; Fv= Feixe vascular X=
xilema; F= floema; Fi = fibras; seta preta= cuticula; cabeca de seta preta=
célula esclerificada de origem periciclica; seta branca= flanges cuticulares
da parede anticlinal; cabeca de seta branca= espessamento esclerificado;
*= deposito de cutina das células-guarda; m= camara supraestomatica.
Barras de escala: D, E, G, H, J, L e M= 100 um; F, I, N = 25 um; k=

Prosthechea pachysepala (Klotzsch) Chiron e V. P. Castro. A. Aspecto
geral. B. Borda. C. Interior da mata. D-G, K-L. Cortes transversais da
lamina foliar. D. Destaque da cuticula e dos cristais de flavonoides da
face adaxial da folha sem coloragéo. E. Corte transversal da lamina foliar
corado com Azul de toluidina. F-G. Corte transversal da lamina foliar
corado com azul de astra e fucsina basica. G. Detalhe do feixe vascular.
H-J. Face adaxial (H) e abaxial (J) da lamina foliar em vista paradérmica,
corados com Fucsina bésica. K-L. Corte transversal da lamina foliar com
cristais de flavonoides apds reacdo com hidroxido e amonia (K) e ap0s
reacdo com hidréxido de Sodio (L). EAD= face adaxial da epiderme;
HAD= hipoderme da face adaxial, MH= mesofilo homogéneo; EAB=
face abaxial da epiderme; En= endoderme; Fv= Feixe vascular, X=
xilema; F= floema; Fi = fibras; seta preta= cuticula; cabeca de seta preta=
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Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.
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Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

cristas estomaticas; cabeca de seta branca= cristal de flavonoide; seta
branca= células esclerificadas de origem periciclia; *= espessamento
celulosico das células-guarda. Barras de escala: D, J= 150 um; E= 25 um;
F, G-H; K-L=100 tm; I =50 M..tiiiiiiiiieieeieieeee e

Pleurothallis rubens Lindl. A. Aspecto geral. B. Borda. C. Interior da
mata. D-H. Cortes transversais da lamina foliar. D-E. Cortes transversais
da lamina foliar mostrando cuticula destacada por Sudan Ill. F-1. Cortes
transversais corados com azul de astra e fucsina basica. J-L. Face adaxial
(J) e abaxial (K) da lamina foliar em vista paradérmica, corados com
Fucsina basica. . EAD= face adaxial da epiderme; HAD= hipoderme face
adaxial; MH= mesofilo homogéneo; HAB= hipoderme face abaxial;
EAB= face abaxial da epiderme; seta preta= cuticula; cabeca de seta
preta= crista estomética; cabeca de seta branca= cicatriz de inser¢do de
tricoma; *= deposicdo de cutina nas células-guarda; BS= barra de
espessamento; CS= cadmara subestomatica; Fv= Feixe vascular; X=
xilema; F= floema; Fi = fibras. Barras de escala: D-E, G, H-L= 100 um; =

A-D. Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
dos extratos brutos de folhas de Prosthechea pachysepala utilizando-se
A= 335 nm e seus respectivos espectros UV no verdo (A), outono (B),
iNVerno (1) € Primavera (P).......ccccoviieieeie s

A-D. Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
dos extratos brutos de folhas de Pleurothallis rubens utilizando-se A= 335
nm e seus respectivos espectros UV no verdo (A), outono (B), inverno (1)
€ PHIMAVEIA (P)..c.veeieeieieeecteee et

A-B. Condicbes climéaticas do Parque Estadual do Ibitipoca, relativas a
velocidade do vento e a umidade, respectivamente, aferidas em quatro
estacdes do ano, durante o periodo de julho de 2013 a maio de 2014. BA=
baixa altitude e AA = alta altitude.........cccooereieiiiii

Comparacdo da radiacdo solar global entre Juiz de Fora e os locais de
estudo no Parque Estadual do Ibitipoca, baixa altitude (BA) e alta altitude
(AA) entre julho de 2013 a maio de 2014..........ccevveiieiieecee e

Comparacdo da temperatura entre Juiz de Fora e os locais de estudo no
Parque Estadual do Ibitipoca, baixa altitude (BA) e alta altitude (AA)
entre julho de 2013 amaio de 2014.........cccoevieiiieiiece e

Comparacdo da umidade relativa do ar entre Juiz de Fora e os locais de
estudo no Parque Estadual do Ibitipoca, baixa altitude (BA) e alta altitude
(AA) entre julho de 2013 amaio de 2014..........cccoovieiiieiiece e

Comparacédo da velocidade do vento entre Juiz de Fora, o Parque Estadual do
Ibitipoca e as fitofisionomias da baixa altitude (BA) e alta altitude (AA) no
periodo de marco de 2011 a dezembro de 2013.........cccoveeeieenieenneeeee e
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Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

A. Aspecto geral Baixa Altitude (BA) e B. Aspecto geral Alta Altitude
(AA) do PEIB. C e D. Habito e detalhe da flor de Zygopetalum maculatum,
respectivamente; E e F. Habito ¢ detalhe da flor de Epidendrum secundum,
TESPECHIVAINCIILL. ....evvieeiieeieeiieeiieeteeeieeeteeseteeseeseseenseessseenseesnseenseesnseeseennseens

A-G. Zygopetalum maculatum (Kunth) Garay. A-C. Cortes transversais da
lamina foliar mostrando cuticula destacada por Sudan Ill. C. Detalhe do
estomato. D. Corte transversal da lamina foliar corado com azul de astra e
fucsina basica. E-G. Face adaxial (E) e abaxial (F-G) da lamina foliar em
vista paradérmica, corados com fucsina basica. H-L. Epidendrum
secundum Jacq. H-J. Cortes transversais da lamina foliar corados com
azul de astra e fucsina basica. K e L. Face adaxial (K) e abaxial (L) da
lamina foliar em vista paradérmica, coradas com fucsina basica. EAD=
face adaxial da epiderme; HAD= hipoderme da face adaxial; MH=
mesofilo homogéneo; EAB= face abaxial da epiderme; Fv= Feixe
vascular; X= xilema; F= floema; Fi = fibras; ES= espaco intercelular; seta
preta= cuticula; cabeca de seta preta= espessamento parietal na regido de
contato entre as células guarda; seta branca= idioblasto com espessamento
lignificado de parede secundaria em espiral; cabeca de seta branca=
espessamento reticulado secundéario de idioblasto traqueodal, *=
espessamento de cutina. Barras de escalas: A, B, D e H=150 um; C, G, |
eJ=100 um; E, F, K& L= 75 HM.ciiiiiiiie e

A-D. Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
dos extratos brutos de folhas de Zygopetalum maculatum utilizando-se A=
335 nm e seus respectivos espectros UV no verdo (A), outono (B),
INVErNo (1) € PrimaVera (P).......ccooueieiiieierie e
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1. INTRODUCAO

Orchidaceae compreende cerca de 24.500 espécies (CHASE, 2005; DRESSLER,
2005). O Brasil é o terceiro pais com maior diversidade em orquideas, atrds apenas da
Colémbia e do Equador (PABST; DUNGS, 1975; DRESSLER, 1981; BARROS, 1996), onde
sdo encontrados aproximadamente 236 géneros e 2.528 espécies distribuidos em diversos
tipos de vegetacdo (ZAPPI et al., 2015).

Nos campos rupestres do Brasil, vegetacdo predominante do Parque Estadual do
Ibitipoca (PEIB) (SALIMENA-PIRES, 1997; RODELA; TARIFA, 2001), foi registrado alto
namero de endemismos (GENTRY, 1992; GIULIETTI et al., 2000) e grande diversidade de
espécies de orquideas (HARLEY; SIMMONS, 1986; GIULIETTI et al., 1987; PERON, 1989;
PIRANI et al., 1994; STANNARD, 1995; MENEZES; GIULIETTI, 2000; ZAPPI et al.,
2003; PIRANI et al., 2003; SALIMENA et al., 2006; MENINI NETO et al., 2007; MENINI
NETO et al., 2009; ABREU et al., 2011). Os campos rupestres ocorrem predominantemente
na Cadeia do Espinhaco (Minas Gerais e Bahia) e serras adjacentes, bem como em disjungdes
no estado de Goias e no sul de Minas Gerais (sobretudo na Serra da Mantiqueira) em altitudes
acima de 1.000 m; estdo associados a uma consideravel frequéncia de afloramentos rochosos
que se caracterizam pela reducdo da profundidade do solo, tornando-o pedregoso ou arenoso
(GIULIETTI; PIRANI, 1988; MENEZES; GIULIETTI, 2000). Nessa fisionomia, €
predominante um estrato herbaceo, aproximadamente continuo, com arbustos ou subarbustos
esparsos, apresentando folhas espessas, coriaceas e sempre verdes, além de convergéncia
morfoldgica entre muitas familias (MENEZES; GIULIETTI, 2000).

Especificamente no Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB), localizado na Zona da Mata,
sudeste de Minas Gerais, regido da Serra da Mantiqueira, (21°40°-21°44°S e 43°52°-43°55°W),
as Orchidaceae se destacam como a familia com o maior nimero de representantes,
perfazendo um total de 126 espécies (FORZZA et al., 2013).

As orquideas possuem uma das flores mais especializadas nas estratégias de interacédo
inseto-planta, resultante de um processo de coevolucdo que levou milhGes de anos para se
estabelecer (VAN DER PIJL; DODSON, 1969; JUDD et al.,, 2009). Sabe-se que essas
estratégias sdo voltadas para maximizar a eficiéncia da polinizacdo, investindo-se, por
exemplo, na diversidade de recompensas que as flores podem oferecer: néctar, resina, cera ou
6leo (PROCTOR; YEO, 1975; PROCTOR et al., 1996).
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Orchidaceae € subdividida em cinco subfamilias: Apostasioideae, Vanilloideae,
Cypripedioideae, Orchidoideae e Epidendroideae (PRIDGEON et al., 1999; DRESSLER,
2005). Dentre as cinco subfamilias Epidendroideae é a mais representativa com cerca de 80%
do total de espécies e onde estd posicionada a subtribo Oncidiinae (DRESSLER, 2005;
PRIDGEON et al., 2005), cujas flores comumente sdo portadoras de elai6foros, ou seja,
glandulas produtoras e secretoras de 6leo (STPICZYNSKA; DAVIES, 2008; ALISCIONI et
al., 2009; DAVIES; STPICZYNSKA, 2009).

Como recompensa floral ao polinizador, o 6leo apresenta valor energético até oito
vezes superior ao néctar (BUCHMANN, 1987; HILLER; WITTMANN, 1994), servindo para
alimentacdo e criacdo de larvas e para compactar e impermeabilizar as paredes das células de
cria (HILLER; WITTMANN, 1994; COCUCCI et al., 2000).

Em flores de orquideas pertencentes a subtribo Oncidiinae, presentes no PEIB,
acredita-se também que ocorram elai6foros. Contudo, ndo existem registros cientificos de
estudos com essas orquideas, relacionados a morfoanatomia e ultraestrutura dos elaioéforos, e
a investigacao quimica das recompensas florais por elas produzidas.

Quanto ao héabito, a maioria das orquideas € epifita, embora existam espécies
terricolas, rupicolas e saprofiticas (DRESSLER, 1993). Essa diversidade de héabitos é que
possibilita a ocupacdo dessas espécies em diferentes tipos de ecossistemas e fitofisionomias
(HOEHNE, 1949) e, consequentemente, a adaptacdo a diversas condi¢cBes ambientais
(BENZING, 1987).

Apesar da predominancia dos campos rupestres, o PEIB é caracterizado por um
mosaico de fitofisionomias (ANDRADE; SOUSA, 1995; SALIMENA-PIRES, 1997,
RODELA; TARIFA, 2001; DIAS et al.,, 2002; FORZZA et al., 2013), sendo cada qual
peculiar quanto as condicGes climaticas relacionadas a temperatura, umidade relativa do ar,
luminosidade e velocidade do vento (RODELA; TARIFA, 2002). Dentre as sete
fitofisionomias identificadas no Parque, segundo sistema de classificacdo adotado por
Oliveira-Filho et al. (2013), neste trabalho, selecionou-se arbustal nebular, nanofloresta
nebular, campina lenhosa nebular e campina nebular, representadas aqui por Borda (B),
Interior de floresta (1), Baixa Altitude (BA) e Alta Altitude (AA), respectivamente.

Corroborando as informagdes supracitadas, no PEIB observou-se que individuos de
uma mesma espécie de orquidea podem ser encontrados em diferentes fitofisionomias (L.
MENINI NETO, comunicacdo pessoal). Tal fato, possivelmente influencie nesses individuos
0 desenvolvimento de caracteres morfoanatdmicos e de ajustes fisioldgicos (PRICE et al.,
2003), que os possibilitam se adaptar e sobreviver a cada condicdo ambiental (GRATANI,
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1996; PINTADO et al., 1997; GRATANI et al.,, 2003; ZUNZUNEGUI et al., 2011),
dependendo da amplitude de sua plasticidade fenotipica (SCHLICHTING, 2002; SULTAN,
2004; VALLADARES et al., 2006; GRATANI, 2014).

Pesquisas comprovaram que fatores abidticos (luminosidade, umidade relativa do ar,
temperatura e velocidade do vento) contribuem para variagdes na morfologia e na anatomia da
lamina foliar (DENGLER, 1980; FAHN; CUTLER, 1992; DICKISON, 2000; LARCHER,
2000; GRATANI et al., 2006; KORNER, 2007; SCHEEPENS et al., 2010; GRATANI et al.
2012; TIWARI et al., 2013), constatando que, pelo fato de as folhas serem os 6rgdos das
plantas que ficam mais expostos as condigdes ambientais, elas sofram ajustes morfoldgicos e
fisiolégicos a fim de maximizar seus processos fotossintéticos (LEWIS, 1972;
LICHTENTHALER et al., 1981; 1982; HIROSE; WERGER, 1987; MARQUES et al., 1999;
CUSHMAN, 2001; HIKOSAKA, 2005; SACK et al., 2006; YOSHIMURA, 2010).

Embora estudos de anatomia vegetal assumam maior importancia quando associados a
aspectos ecologicos, fisiologicos e taxonémicos (SEGATTO et al., 2004), poucos trabalhos
com alguma inferéncia ecoldgica a respeito das adaptacbes das orquideas brasileiras nas
variadas formacGes vegetacionais que compde o pais sdo conhecidos, destacando-se os de
Braga (1977), Bonates e Braga (1992), Bonates (1993), Scatena e Nunes (1996), Oliveira e
Sajo (2001), Silva et al. (2006), Moreira et al. (2009), Silva et al. (2010) e Moreira et al.
(2013).

Adicionalmente as respostas morfoanatdbmicas que as plantas podem apresentar aos
fatores ambientais, elas podem produzir substancias quimicas diferenciadas em quantidade e
qualidade em decorréncia da sazonalidade de coleta (EVANS, 1996; GOBBO-NETO;
LOPES, 2007) e, também, como defesa as oscilacdes de temperatura, umidade, radiacéo solar,
ataque de pestes ou patdgenos (SHEWRY; LUCAS, 1997; DE WIT, 2007). Exemplos de
substancias relacionadas a defesa quimica sdo: os alcaloides, os fendis, os flavonoides e as
saponinas, que apresentam multiplas potencialidades de cura para diversos males, com acgédo
antiulcerogénica, antibacteriana, anticolesterolémica, anti-inflamatoria, hipoglicemiante, e de
fotoprotecdo (SHIRWAIKAR et al., 2004; ZUANAZZI, 2004; STAHL et al., 2006; GASPI et
al., 2011). No ambito das investigacbes quimicas de orquideas da Regido Neotropical, 0s
flavonoides foram os constituintes que se destacaram com maior ocorréncia (PRIDGEON et
al., 2009; CARRERA et al., 2014).

Uma vez que o PEIB ¢é a menor Unidade de Conservagdo (UC) do estado de Minas
Gerais, cuja principal formacgéo vegetacional é o campo rupestre (VITTA, 2002), e a quarta
UC mais visitada do Brasil (RODELA, 1998; VITTA, 2002; BOTELHO, 2006), o nivel de
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predacdo bioldgica pode se tornar elevado caso os visitantes ndo estejam suficientemente
conscientizados sobre a importancia de se conservar e proteger 0os ambientes naturais nele
contidos. Ao mesmo tempo, a fragilidade dos solos e o endemismo de espécies de plantas e
liquens existentes, tornam o turismo a maior pressdo antropica sobre o PEIB (COSTA et al.,
1998). Dessa forma, esta UC caracteriza-se como uma das areas prioritarias para a
conservacao da flora mineira, citada na categoria de importancia biolégica especial, no mais
alto nivel adotado (DRUMMOND et al., 2005).

Portanto, o presente trabalho almeja a compreensdo do equilibrio existente entre as
plantas, 0s animais e 0 meio ambiente, 0 que resulta no entendimento de que todos séo
interdependentes. A divulgacdo dos dados gerados por este trabalho pretende contribuir para a
conservacao das espécies estudadas, bem como para a valorizacdo de um dos mais ricos e

belos cenarios naturais de nosso pais, representado pelo Parque Estadual do Ibitipoca.

1.1 OBJETIVO GERAL

Compreender através da anatomia ecolégica o0s processos envolvidos na interagdo flor-
polinizador de Oncidium donianum Bateman ex W. Baxter e Oncidium warmingii Rchb.f., e
na plasticidade foliar de Hadrolaelia coccinea (Lindl.) Chiron & V. P. Castro, Prosthechea
pachysepala (Vell.) W. E. (Higgins), Pleurothallis rubens Lindl., Zygopetalum maculatum
(Kunth) Garay e Epidendrum secundum Jacg. a diferentes fitofisionomias do Parque Estadual
do Ibitipoca, MG.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar a existéncia de substancias produzidas como recompensa floral aos
polinizadores, analisa-las quimicamente e descrever a morfoanatomia e a ultraestrutura da
regido produtora da recompensa floral em Oncidium donianum Bateman ex W.Baxter e

Oncidium warmingii Rchb.f. (Orchidaceae) do Parque Estadual do Ibitipoca, MG;

- Investigar as respostas morfoanatémicas, fisiolégicas e quimicas adaptativas de
folhas de Hadrolaelia coccinea (Lindl.) Chiron & V.P. Castro, Pleurothallis rubens Lindl. e
Prosthechea pachysepala (Vell.) W.E. (Higgins) (Orchidaceae) quanto a sazonalidade nas

fitofisionomias borda e interior das florestas nebulares do Parque Estadual do Ibitipoca, MG;
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- Investigar as respostas morfoanatdmicas, fisiolégicas e quimicas adaptativas de
folnas de Zygopetalum maculatum (Kunth) Garay e Epidendrum secundum Jacqg.
(Orchidaceae) quanto a sazonalidade nas fitofisionomias dos extremos de altitudes do Parque
Estadual do Ibitipoca, MG.
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2. CAPITULO 1 — CARACTERIZACAO ESTRUTURAL, ULTRAESTRUTURAL E
QUIMICA DAS SECRECOES DE ELAIOFOROS DE ONCIDIUM DONIANUM
BATEMAN EX W.H.BAXTER E ONCIDIUM WARMINGII RCHB. F. (ONCIDIINAE:
ORCHIDACEAE)

2.1 RESUMO

O conhecimento das caracteristicas morfologicas, anatbmicas e quimicas de glandulas
produtoras de 0leo, tais como os elaioforos, é a chave para a compreensdo das complexas
relagOes entre flor-polinizador em Orchidaceae. Neste trabalho, foi analisada a estrutura do
elaioforo e a composicdo quimica de sua secrecdo em Oncidium donianum Bateman ex
W.H.Baxter e O. warmingii Rchb.f., duas espécies pouco estudadas de Oncidiinae. A
localizacdo dos elaiéforos foi determinada por testes histoquimicos e pela microscopia
confocal com o uso de BODIPY 505/515. A morfologia, a anatomia e 0S processos de
secrecdo dos elai6foros de O. donianum e O. warmingii foram estudados através de
microscopia de luz, microscopia eletrdnica de varredura e microscopia eletronica de
transmissdo. A secrecdo do elaiéforo foi quimicamente determinada por cromatografia com
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Nas duas espécies, os elaiéforos
foram classificados como epidermal, e a cuticula, frequentemente, apareceu distendida devido
ao acumulo de secrecdo abaixo dela. Histoquimica e microscopia confocal indicaram material
lipidico acumulado no calo do labelo. Andlises quimicas da secrecdo do elai6foro, nas duas
espécies, indicaram presenca de hidrocarbonetos de cadeia longa, que, possivelmente,
representam fragmentos de diacilglicerois. Ao contrario de outras espécies de Oncidiinae, que
apenas mimetizam as estruturas secretoras de espécies de Malpighiaceae, embora sem
producdo de Oleo, as duas espécies estudadas apresentaram Oleo como recompensa para

atracdo de polinizadores.

Palavras-chave: anatomia, goticulas lipidicas, labelo, microscopia eletrdnica de varredura,

ultraestrutura
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2.2 INTRODUCAO

A ecologia quimica das orquideas é representada pelas fortes interacGes de causa e
efeito estabelecidas entre flor-polinizador, resultantes de um processo de coevolugdo que
levou milhdes de anos para se estabelecer (VAN DER PIJL; DODSON, 1969; WILLIAMS,
1982; JUDD et al., 2009). A atracdo exercida pela cor, aroma, morfologia e recompensas
florais contribuem para a transferéncia do pélen aos polinizadores, e vice-versa. Nesse
sentido, dentre as Orchidaceae, a subtribo Oncidiinae destaca-se por apresentar diversidade
nas estratégias de polinizacdo (NEUBIG et al., 2012), investindo-se, por exemplo, numa
variedade de recompensas florais para atrair o polinizador: néctar, resina, cera ou 6leos (VAN
DER PIJL; DODSON, 1969; PROCTOR; YEO, 1975; DRESSLER, 1981; PROCTOR et al.,
1996), sendo, geralmente, cada uma dessas recompensas especificas a cada flor
(HARBORNE, 1993) e a espécie de polinizador (DAVIES et al.,, 2003). Dentre as
recompensas, 0 6leo, que € a mais nutritiva, geralmente é produzido em glandulas florais
especializadas conhecidas como elaiéforos, que podem ocorrer em Oncidium donianum
Bateman ex W.H.Baxter e O. warmingii Rchb.f., duas espécies de Oncidiinae pouco
estudadas.

Apesar de ter sido demonstrado que Oncidium s.I. ndo é um género monofilético, a
circunscri¢do ampla foi adotada neste trabalho em virtude da existéncia de vérias propostas de
posicionamento em géneros distintos, resultando em grande instabilidade nomenclatural.
Apenas nos ultimos dez anos ambas as espécies foram posicionadas em trés géneros distintos
(Ampliglossum, Coppensia e Gomesa), inexistindo consenso entre os taxonomistas (DOCHA
NETO et al., 2006; BAPTISTA; DOCHA NETO, 2006; CHASE et al., 2009).

Algumas espécies de Oncidium s.1., incluindo as duas estudadas no presente trabalho,
apresentam estruturas morfolégicas florais que sugerem producédo de éleo, tais como tabula
infraestigmatica e calo (VOGEL, 1974; DRESSLER, 1981; ENDRESS, 1994; SINGER;
COCUCCI, 1999). No entanto, a existéncia de 6leo como recompensa floral ndo foi ainda
confirmada para O. donianum e O. warmingii.

A tébula infraestigmatica, comum a maioria das espécies de Oncidium é uma estrutura
em forma de almofada, localizada abaixo do estigma, que deriva da fusdo de uma porcéo do
labelo com uma porgéo da coluna e é fortemente prensada pelas mandibulas das abelhas na
tentativa de coletar 6leo da flor com suas pernas (DRESSLER, 1981). O calo € uma estrutura
comum a algumas espécies de Oncidiinae (SINGER; COCUCCI, 1999; DAVIES;
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STPICZYNSKA, 2008; DAVIES et al., 2014); situa-se na base do labelo e pode apresentar
regides constituidas por glandulas produtoras e secretoras de 6leos ndo volateis, denominadas
elaiéforos (VOGEL, 1974; ENDRESS, 1994; PANSARIN et al., 2009), que classificam-se
em trés tipos: epidermal, tricoméaceo (VOGEL, 1974), ou misto, em que coexistem os dois
tipos (PANSARIN et al., 2009).

Dentre as espécies de Oncidiinae, elaioforo epidermal é predominante em Oncidium
sp. (STPICZYNSKA et al., 2007; STPICZYNSKA; DAVIES, 2008), similarmente aquele
encontrado nas flores de Malpighiaceae (STPICZYNSKA et al., 2007), uma das familias mais
representativas em termos de producdo de 6leo como recompensa floral (BUCHMANN,
1987; MACHADO, 2004; ALVES-DOS-SANTOS et al., 2007). Representantes do género
Byrsonima sp. (Malpighiaceae), coexistindo com O. donianum e O. warmingii na area de
estudo do PEIB, sugerem que essa semelhanca possa representar mimetismo das Oncidium sp.
quanto as flores ou estruturas florais produtoras de éleo das Malpighiaceae (CHASE et al.,
2009), o que é geralmente atribuido a convergéncia evolutiva (SINGER; COCUCCI, 1999;
VAN DER CINGEL, 2001; SINGER et al., 2006; STPICZYNSKA et al., 2007; DAVIES;
STPICZYNSKA, 2008), indicando polinizagdo por engodo, ou seja, sem o oferecimento de
recompensa floral ao polinizador. Contudo, existe a possibilidade de O. donianum e O.
warmingii produzirem 6leo como recompensa floral, como foi observado em outras espécies
do género (TORRETTA etal., 2011).

Diversos tipos de abelhas fémeas sdo especializadas na coleta de 6leo, tais como as
pertencentes as tribos Centridini, Tapinotaspidini e Tetrapediini (Apidae), que ja foram
registradas polinizando representantes de Malpighiaceae, portadores de glandulas oleiferas
(COCUCCI et al., 2000; ALVES-DOS-SANTOS et al., 2002). Nesse universo, individuos dos
géneros Epicharis, Monoeca e Tetrapedia sdo observados, frequentemente, transportando
polinérios de Oncidium (ALVES-DOS-SANTOS et al., 2002). Fémeas de Centris trigonoides
Lepeletier, 1841 (Apidae: Centridini) foram observadas forrageando 6leo floral em calo de
Oncidium bifolium Sims (tratado pelos autores como Gomesa bifolia (Sims) M.W. Chase &
N.H. Williams) (TORRETTA et al., 2011). Tais observagdes aumentam as possibilidades de
O. donianum e O. warmingii produzirem 6leo como recompensa.

Estudos morfoldgicos, anatdbmicos e de identificacdo das substancias quimicas
secretadas pelos elai6foros tém demonstrado relevancia para a compreensao das interaces
entre flor-polinizador em Orchidaceae (VOGEL, 1974; SINGER; COCUCCI, 1999; REIS et
al., 2003, 2000; ASCENSAO et al., 2005 REIS et al., 2006; DAVIES; STPICZYNSKA,
2009; BLANCO et al., 2013; DAVIES et al., 2014).
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Objetivou-se, com este trabalho, testar a hipotese de que O. donianum e O. warmingii
produzem 6leo como recompensa floral ao polinizador, através da descricdo da estrutura e
ultraestrutura de seus elaidforos e da identificacdo quimica da composicdo das substancias

produzidas por eles.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Local de coleta e espécies estudadas

Flores de O. donianum e de O. warmingii foram coletadas em ambiente de campo
rupestre e em transicdo com florestas nebulares, em solo arenoso, raramente pedregoso, em
uma unidade de conservacdo (UC) localizada no sudeste do estado de Minas Gerais, Brasil, 0
Parque Estadual de Ibitipoca (PEIB) (21°40°-21°44°S, 43°52°-43°55’W). Essa UC ¢ uma das
mais visitadas do Brasil (FORZZA et al., 2013) e compde uma das areas prioritarias para a
conservacdo da flora no estado, citada no nivel mais alto na categoria de importancia
bioldgica especial (DRUMMOND et al., 2005). Material testemunho de O. donianum e O.
warmingii estdo depositadas no Herbario Leopoldo Krieger (CESJ) sob os numeros CESJ
48668 e CESJ 27315, respectivamente.

Oncidium donianum é uma erva terricola endémica do Brasil, ocorrente nos estados de
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina (BARROS et al., 2015).
Apresenta pseudobulbos ovoides, robustos e frequentemente semienterrados. As
inflorescéncias ndo apresentam fragrancia perceptivel aos humanos, sdo densas do tipo
panicula e estdo localizadas na extremidade do escapo, que é ereto e tem cerca de 1 m de
comprimento. A flor tem cerca de 2 cm de didmetro, apresenta sépalas e pétalas amarelas,
maculadas de castanho, labelo amarelo, trilobado com lobos laterais pintalgados de vermelho
e tabula infraestigmatica amarela. O calo, localizado no disco do labelo, entre os lobos
laterais, € alvo pintalgado de creme (Figura 1A). A floracdo ocorre nos meses de outubro e
novembro. Oncidium warmingii € uma erva terricola ou epifita acidental, encontrada na
Venezuela e Brasil (GOVAERTS, 2015). No Brasil, ocorre na Bahia, Minas Gerais, Rio de
Janeiro e S8o Paulo (BARROS et al., 2015). Apresenta pseudobulbos ovoides e escapo floral
longo e pendente, com flores espacadas entre si de 10 a 20 cm. As flores ndo apresentam

fragrancia perceptivel aos humanos, tém cerca de 3 cm de didmetro, com pétalas e sépalas
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creme com maculas atropurpureas, labelo alvo maculado externamente de vinéceo, trilobado
com lobos laterais amarelos maculados de purpura e lobo mediano alvo, maculado de pdrpura,
e tabula infraestigmatica alva. O calo, localizado no disco do labelo, entre os lobos laterais, €
alvo levemente pintalgado de vermelho (Figura 4A). A floragéo ocorre a partir do final do
més de setembro até meados de janeiro. E citada como vulneravel na lista vermelha das
Espécies Ameacadas da Flora de Minas Gerais (SANO et al., 2008).

2.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Estudos envolvendo Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram realizados
fixando-se dois calos de flores maduras de cada espécie em solucdo de glutaraldeido 2,5%
preparados em tampédo fosfato 0,5M, pH 7,4. Posteriormente, as amostras foram fixadas com
tetroxido de ésmio 1%, desidratadas em série acetdnica, secas ao ponto critico e cobertas com
ouro (SOUZA, 1988). Posteriormente, o material foi analisado e fotografado em microscépio
eletronico de varredura (modelo JEOL JSM 7001F - voltagem 15 kV) da Universidade

Federal de Brasilia.

2.3.3 Histoquimica

Para auxilio na identificacdo da composicdo das substancias sintetizadas pelos
elaiéforos dos calos frescos das flores maduras de O. warmingii, testes histoquimicos foram
realizados em cortes histolégicos dos mesmos empregando-se lugol (BERLYN; MIKSCHE,
1976), sudan Il (SASS, 1951), sulfato azul do Nilo (CAIN, 1947), vermelho de Ruténio
(LANGERON, 1949) e vermelho neutro sob luz ultravioleta (CLARK, 1981), confirmando a
presenca ou ndo de amido, lipidios, lipidios acidos e neutros, mucilagem e lipidios totais,

respectivamente. Controles padrbes foram feitos para todas as analises.

2.3.4 Emblocamento do material

Trés calos de flores maduras de trés individuos de cada espécie foram fixados em
solugédo de glutaraldeido 2,5% preparados em tampéo fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,2-7,4
(BOZZOLA; RUSSELL, 1992) por 24 horas, lavados no mesmo tampao fosfato, submetidos
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ao processo de desidratacdo em serie etandlica (JOHANSEN, 1940) e embebidos em
historresina (glicol metacrilato, Leica®), conforme recomendacdo do fabricante. O material
emblocado foi seccionado (espessura 2-5um) em micrétomo rotativo manual (modelo Tokyo
422, Erma Optical Works, Japao), corado com Azul de Toluidina O aquosa (O’BRIEN et al.,
1964). As laminas foram montadas com verniz vitral incolor 500® (PAIVA et al., 2006). A
analise e a descricdo das seccOes foram realizadas com auxilio de microscépio 6tico Axio Lab
Al da Carl Zeiss, com camera digital AxioCam ERc 5s acoplada. O material foi documentado

através do software AxioVision.

2.3.5 Dimensionamento das células epidérmicas dos elai6foros

Em sec¢des longitudinais de trés elaidéforos de flores maduras de trés individuos de
Oncidium donianum e O. warmingii foram aferidas a altura e a largura das células

epidérmicas. O valor final foi resultante da média aritmética de cada dimenséao (n=3).

2.3.6 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Trés calos de flores maduras de Oncidium donianum e O. warmingii, previamente
fixados em Karnovsky, por 48 horas, e conservados em Tampéo Fosfato a 0,1 Molar, foram
submetidos a enzima Pectinase-Celulase, por 4 horas em banho-maria a temperatura de 37°C,
para rompimento da parede celular. Posteriormente, o material foi macerado, montado em
laminas com Vecta Shield DAPI e marcados com reagente BODIPY 505/515 de afinidade
especifica para lipidios neutros (HAUGLAND, 1996).

As laminas foram analisadas em Microscépio Confocal de Varredura a Laser (TCS
SP5, Leica, Alemanha) da Universidade Federal de Juiz de Fora. O macerado marcado com
BODIPY foi excitado por Laser de Argonio na faixa de 488 nm e as bandas de emiss&o foram
capturadas na regido de 515 nm. A marcacdo com DAPI foi excitada a 405 nm e o espectro de
emissdo capturado na regido entre 440 e 490 nm. As imagens foram processadas por meio do
software Leica Application Suite (LAS 260).
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2.3.7 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Para a investigagdo da ultraestrutura, calos em triplicata de flores maduras de trés
individuos de cada espécie foram fragmentados com lamina de barbear até, no maximo, 2 mm
de espessura, fixados em Karnovsky por 48 horas e conservados em Tampao Fosfato a 0,1
Molar (pH 7,2). Esses fragmentos foram submetidos ao fixador secundério tetroxido de
6smio, especifico para lipidios e facilitador no contraste dos mesmos, por aproximadamente
90 min. Em seguida, os fragmentos foram desidratados até alcool absoluto e acetona P.A.,
incluidos em Araldite Pura em estufa (60°C) por 24 horas para polimerizacdo. Seccdes
ultrafinas (60nm), processadas na Universidade Federal de Minas Gerais, foram depositadas
em uma tela de cobre (200 ou 300 mesh), contrastadas com acetato de uranila e citrato de
chumbo e levadas ao Microscopio Eletrénico de Transmissdo da FIOCRUZ-RJ para serem
digitalizadas e fotografadas (80 Kv) (STEVENS; LOWE, 1995; GARTNER; HIATT, 1999).

2.3.8 Analise quimica

Para a andlise quimica foi utilizada cromatografia com fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas, sendo O. donianum analisada na Plataforma Analitica de
Farmanguinhos-FIOCRUZ-RJ (Hewlett-Packard 6890) e O. warmingii no Departamento de
Quimica da UFJF (GCMS-QP2010 Plus; Shimadzu). As analises quimicas de cada espécie
foram realizadas em equipamentos diferentes, mas referenciadas por mesma série homéloga
de hidrocarbonetos alifaticos saturados de 8-26, 28 e 30 carbonos. Foram avaliadas
substancias secretadas por calos de flores de O. donianum e de O. warmingii em trés estagios
de desenvolvimento (jovens, em inicio da expansao das pecas florais apos a fase de botéo;
maduras, com as pecas florais totalmente expandidas e senescentes, com sinais de necrose e
abscisao das pecas florais), com trés repeti¢cbes em trés individuos, totalizando nove amostras
por espécie, sendo as substancias obtidas das amostras diluidas em 1 mL de hexano P.A.
redestilado. As analises foram realizadas com injetores automaticos, de acordo com 0s
parametros apresentados na tabela 1.

Com base na comparacdo da porcentagem das dareas dos cromatogramas
correspondentes a substancia exsudada, foi possivel calcular, proporcionalmente, pelo

programa Excel, a quantidade relativa da substancia por idade de desenvolvimento floral, nos
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estagios jovem, maduro e senescente em trés repeticdes, com obtencdo de desvio padrdo da

média.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Morfologia e anatomia

A morfologia do calo de O. donianum ¢é similar a de O. warmingii e com auxilio da
MEV foi possivel identifica-lo com diversas projecfes (Figuras 1A, B e 2A-C). Nas duas
espécies, foram observadas papilas em formato cénico com estriacGes, por toda a superficie,
com excecdo do apice das projecoes dos calos (Figuras 1B, E e 2C, E). Secrecdo na forma de
gldbulos lipidicos foi encontrada na superficie do apice da projecédo (Figura 1C) e proximo as
papilas (Figura 2E). Em O. donianum, as células epidérmicas do apice da projecdo do calo
apresentaram paredes anticlinais espessadas, conferindo aspecto em rede (Figuras 1E, F).
Distensédo da cuticula foi observada no apice da projecdo do calo nas duas espécies (Figuras
1F e 2F).

Em seccdo longitudinal, as projecdes dos calos de O. donianum e de O. warmingii
apresentaram uma camada de células epidérmicas em formato cuboide, com dimensGes
médias de 40pm x 25um em O. donianum, e de 35um x 25um em O. warmingii,
caracteristicamente como células secretoras, portando citoplasma intensamente corado com
azul de toluidina, nucleos avolumados e centralmente localizados; interna a epiderme ha uma
a duas camadas de células menores com citoplasma corado com azul de toluidina e um tecido
parenquimatico mais interno, com feixes vasculares colaterais e idioblastos com rafides
(Figuras 1G e 2K). Estdmato foi observado ao longo da projecdo do calo de O. donianum,
(Figura 1G). Secrecdo foi observada na superficie das papilas de O. warmingii (Figura 2L).
Oncidium donianum e O. warmingii apresentam elaiéforos do tipo epidermal, localizados no

apice das projecdes do calo (Figuras 1G e 2K).

2.4.2 Microscopia Confocal de Varredura a Laser e histoquimica

A Microscopia Confocal de Varredura a Laser confirmou a presenga de goticulas

lipidicas e secrecéo lipidica, marcadas pelo reagente BODIPY, nas células dos elai6foros das
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duas espécies (Figuras 3A-1 e 4A-1). Goticulas lipidicas e deposi¢cdo de material foram
observadas nas papilas do calo de O. warmingii (Figura 4D-F).

Os elaiéforos de O. warmingii em contato com sudan Il apresentaram material
lipidico (Figura 4G). Sulfato azul do Nilo e vermelho neutro também indicaram a presenca de
lipidios nas papilas e células da epiderme do elai6foro (Figuras 4H-J).

2.4.3 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

A andlise da ultraestrutura das ceélulas epiteliais secretoras dos elaiéforos de O.
donianum e de O. warmingii permitiu identificar: citoplasma denso, reticulo endoplasmatico
liso, membranas intravacuolares, dictiossomos, mitocdndrias, goticulas lipidicas, secre¢do
eletron-densa e elaioplastos com estroma altamente osmiofilico, ovalados com goticulas
lipidicas e arredondados com plastoglobulinas (Figuras 5A, B, D e E e 6A-E).

Em O. donianum, observou-se plasmodesmos em campo primario de pontoacdo na
parede celular e acimulo de secrecdo eletron-densa proximo a parede celular (Figura 5B, F).
Em O. warmingii, verificou-se vesicula secretora e fusdo da membrana da vesicula secretora
com a membrana plasmatica para liberagcdo de secrecdo (Figura 6A, D). Material osmiofilico
foi observado entre os elementos estruturais da parede celular nas duas espécies (Figuras 5B e
6E).

2.4.4 Anélise quimica por CG-EM

Apesar de os cromatografos empregados terem sido diferentes para as duas espécies
estudadas, os tipos de colunas utilizadas para a analise quimica foram iguais para O.
donianum e O. warmingii e permitiram a deteccdo de uma mesma substancia majoritaria
(hidrocarboneto de cadeia longa) no exsudato das flores, que, monitorada pelo mesmo padréo
de hidrocarbonetos, apresentou tempo de retengdo correspondente a moléculas com 28 a 29
carbonos e fragmentagdo de massas tipica de hidrocarbonetos com fragmentos em m/Z 43, 57,
71, 85, 99, 113 u.m.a (Figura 7) , além de outros fragmentos esporadicos que mantiveram
desacoplamento de CH,.

Quanto a quantidade relativa por idade da substancia produzida pelos elaiéforos de O.

donianum e O. warmingii, observou-se uma tendéncia de diminuicdo da secrecdo do
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hidrocarboneto no estagio senescente para as duas espécies, sendo significativa para O.
warmingii (OW) (Figura 8).

2.5 DISCUSSAO

Elaiéforos de O. donianum e O. warmingii localizam-se sobre o calo do labelo, 0 que é
comum para espécies da subtribo Oncidiinae, ocorrendo em Gomesa bifolia (Sims) M.W.
Chase & N.H. Williams, Gomesa longipes (Lindl.) M.W. Chase & N.H. Williams, Oncidium
heteranthum Poepp. & Endl. var. album, Oncidium loefgrenii Cogn., Ornithophora radicans
(Rchb.f) Garay & Pabst e Vitekorchis excavata (Lindl.) Romowicz & Szlach (PACEK;
STPICZYNSKA, 2007; STPICZYNSKA et al., 2007; STPICZYNSKA; DAVIES, 2008;
ALISCIONI et al, 2009; DAVIES; STPICZYNSKA, 2009; GOMIZ et al., 2013;
STPICZYNSKA et al., 2013; DAVIES et al., 2014).

Para a maioria das Oncidiinae, assim como para O. donianum e O. warmingii, foi
identificado elai6foro do tipo epidermal. ExcecBes ocorreram em algumas espécies de
Lockhartia Hook. e Ornithocephalus Hook., com elaiéforos do tipo tricomaceo, e em
Baptistonia Barb. Rodr., G. longipes, O. heteranthum, V. excavata, com elai6foro do tipo
misto (ALISCIONI et al., 2009; CHIRON, 2010; PACEK et al., 2012; BLANCO et al., 2013;
DAVIES et al., 2014).

A posicdo do elaiéforo e sua morfologia podem relacionar-se ao tamanho dos
polinizadores. Orquideas com elai6foros epidermais provavelmente sdo polinizadas por
insetos maiores que fixam suas mandibulas a tabula infraestigmatica e usam seu primeiro ou
segundo par de pernas para escovar os elai6foros que estdo lateralmente pareados. Ao
contrario, orquideas com elaioforos do tipo tricomaceo, localizados num calo central abaixo
da tabula infraestigmatica, podem ser visitadas por abelhas menores, que o escovam de forma
suave (PACEK; STPICZYNSKA, 2007). No presente estudo, os elaioforos das orquideas
pesquisadas apresentaram as duas caracteristicas, sdo do tipo epidermal, como no primeiro
caso, mas estdo posicionados em um calo centralmente localizado.

Os elaiéforos das diversas espécies de orquideas ja estudadas apresentaram-se
variaveis em termos morfoldgicos, encontrando-os com forma de borboleta, como em
Oncidium oxyceras (Koniger & J.G. Weinm.) MW. Chase & N.H. Williams
(STPICZYNSKA et al., 2013), ou com auséncia de uma forma definida, como em

Cyrtochilum meirax (Rchb.f.) Dalstrom, Gomesa recurva R.Br. e Rhetinantha M.A.
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BLANCO (subtribo Maxillariinae) (STPICZYNSKA et al., 2007; DAVIES; STPICZYNSKA,
2012; DAVIES et al., 2014). Os elaiéforos de O. donianum e de O. warmingii encontram-se
concentrados nas projecdes digitiformes dos calos, como registrado para G. bifolia
(ALISCIONI et al., 2009), G. longipes e V. excavata (DAVIES et al., 2014), sendo
classificados como tuberculados.

As goticulas lipidicas ocorrentes na epiderme dos elaiéforos de O. donianum e O.
warmingii e na regido papilosa desta ultima espécie também foram registradas para G.
longipes (DAVIES et al., 2014). Lipidios na superficie do elaiéforo podem conferir brilho,
como observado nos calos de O. donianum e O. warmingii, 0 que contribui para 0 aumento da
reflexdo da luz e, consequentemente, para atracdo dos polinizadores. Adicionalmente as
propriedades reflectivas, a natureza hidrofobica dos lipidios pode proteger o botdo floral da
dessecagdo no estagio inicial de desenvolvimento (PACEK; STPICZYNSKA, 2007). Papilas
com cuticula estriadas também foram observadas em G. bifolia (ALISCIONI et al., 2009).

No processo de exsudacdo dos elaiéforos de muitas orquideas € comum a ocorréncia
de distensdo da cuticula como resultado de acimulo de material lipidico entre esta camada e a
parede da célula secretora (STPICZYNSKA; DAVIES, 2008; PACEK et al., 2012; BLANCO
et al., 2013), o que, com frequéncia, resulta na formacéo de bolhas ou intumescimentos na
superficie cuticular. Em sequéncia as interacdes flor-polinizador, o inseto, em busca das
recompensas florais, raspa a cuticula, deixando marcas de quebras ou ranhuras em sua
superficie. Através da MEV, foram observadas regifes de intumescimentos, ou distensdo de
cuticula, na superficie dos elaio6foros de O. donianum e O. warmingii, mas ndo foi possivel
detectar ranhuras em suas cuticulas, como relatado também em Oncidium trulliferum Lindl.,
O. loefgrenii, Rudolfiella picta (Schitr.) Hoehne, G. recurva, Zygostates lunata Lindl., e em
algumas espécies de Maxillaria Ruiz & Pav. (DAVIES et al., 2003; PACEK;
STPICZYNSKA, 2007; STPICZYNSKA et al., 2007; DAVIES; STPICZYNSKA, 2008;
STPICZYNSKA; DAVIES 2008; PACEK et al., 2012). Possivelmente, nessas espécies, como
em O. donianum e O. warmingii, o0 material lipidico torna-se acessivel ao polinizador, pois
sua passagem ocorre atraves da parede e da cuticula como pequenas moléculas que se
reagrupam, formando os globulos lipidicos, acima da superficie do elai6éforo; permanecendo a
cuticula intacta, a qual é mais fina nas regifes de secrecdo (PORSCH, 1905; DAVIES et al.,
2003). De fato, nas espécies em estudo, foi constatada a presenca de pequenos glébulos na
superficie dos elaidéforos, em consequéncia de material osmiofilico que atravessou a parede
celular. Esse processo também € comum em algumas espécies de Maxillaria e em G. bifolia
(DAVIES et al., 2003; ALISCIONI et al., 2009).
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A anatomia dos elaiéforos de O. donianum e O. warmingii revelou-se bastante
semelhante entre si e tipicamente comum a encontrada em outras especies de Oncidium
(STPICZYNSKA et al., 2013), sendo que o 4pice da projecdo do calo em sec¢do longitudinal
apresentou uma camada de células epidérmicas secretoras em formato cuboide, com
dimensdes médias menores em O. warmingii do que em O. donianum. Elaiéforos com células
epidérmicas em palicadas foi registrado para as espécies de orquideas investigadas por Davies
e Stpiczynska (2008) e Stpiczynska et al. (2013) com células epidérmicas de formato cuboide
nos elaioforos dos calos de G. longipes, O. heteranthum, V. excavata (DAVIES et al., 2014).
Uma a duas camadas de células subepidérmicas menores de forma retangular a irregular e um
tecido parenquimatico localizado logo abaixo com feixes vasculares colaterais e idioblastos
com rafides em seus vacuolos, como identificado para as duas espécies deste trabalho,
também foram observadas em Gomesa echinata (Barb.Rodr.) M.W. Chase & N. H. Williams
e G. ranifera (Lindl.) M.W.Chase & N.H.Williams (STPICZYNSKA et al., 2013).

Alguns autores consideraram que abaixo da epiderme secretora do elaiéforo ha uma
camada Unica de pequenas células parenquimaticas compactadas, constituidas de grdos de
amido ou goticulas lipidicas, que funciona como suporte para 0 processo secretor,
denominada parénquima subsecretor (PACEK; STPICZYNSKA, 2007; STPICZYNSKA et
al., 2007; STPICZYNSKA; DAVIES, 2008; PACEK et al., 2012). Neste estudo, as células
localizadas abaixo da epiderme do elai6foro, denominadas nos elai6foros das orquideas
investigadas por Stpiczynska et al. (2013) como subepiteliais, aparentaram-Se mais com as
células epidérmicas, do que com as células parenquiméaticas, quanto ao conteldo
citoplasmatico denso corado, indicando alta atividade metabolica e participacdo na sintese de
material lipidico.

Os elai¢foros foram identificados pelo posicionamento das células secretoras no calo
do labelo, confirmada pela anatomia e pelos testes histoquimicos, que permitiram localizar o
material secretado. Dessa forma, contatou-se material lipidico na superficie epidérmica das
projecdes do calo centralmente localizado no labelo, igualmente ao ocorrido em G. recurva e
O. loefgrenii, e ao contrario do observado em Oncidium paranaense Kraenzl. e
Trichocentrum cavendishianum (Bateman) M.W. Chase & N.H. Williams, em que os
elaiéforos ocorreram nos lobos laterais do labelo (SINGER; COCUCCI, 1999;
STPICZYNSKA et al., 2007).

Os testes histoquimicos realizados nos calos frescos de O. warmingii revelaram-se
positivos para: Sudan I, como na maioria dos estudos realizados com elaioforos de diversas

espeécies de orquideas; Sulfato Azul do Nilo e Vermelho Neutro, como ocorrido em O. pubes
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Lindl. e O. flexuosum Sims. (FARIA, 2004). Secre¢do de lipidios neutros foi também
confirmada com o uso do reagente Auramine O nos tricomas de Lockhartia lunifera (Lindl.)
Rchb.f. e L. verrucosa Lindl. ex Rchb.f. (BLANCO et al., 2013). Resultados negativos dos
testes histoquimicos com O. warmingii foram verificados para: lugol, como ocorrido em
Oncidium cheirophorum Rchb.f. e Grobya amherstiae Lindl., e Vermelho de Ruténio, como
ocorrido em G. amherstiae (PACEK; STPICZYNSKA, 2007; PANSARIN et al., 2009).
Verificou-se, no entanto, que em diversas espécies de orquideas, seus elai6foros néo
apresentaram padréo quanto as substancias exsudadas.

Os resultados da MET, no presente estudo e nos revisados, permitiram constatar que
as células secretoras dos elai6foros das orquideas apresentam organelas semelhantes, sendo
comum a presenca de mitocondrias, dictiossomos, reticulo endoplasmatico liso, membranas
intravacuolares, elaioplastos e goticulas lipidicas. Reticulo endoplasmatico liso e elaioplastos
estdo relacionados a sintese e ao armazenamento de material lipidico pelas plantas,
respectivamente (STUMPF, 1980; VAN DER SCHOOQT et al., 2011; CHAPMAN et al.,
2012), ndo sendo diferente para O. donianum e O. warmingii, devido a abundancia dessas
organelas nas células secretoras e pela constatacdo de material lipidico secretado na superficie
dos elaioforos, fato também observado em O. radicans, T. cavendishianum, G. recurva e O.
loefgrenii (STPICZYNSKA et al., 2007; STPICZYNSKA; DAVIES, 2008).

Elaioplastos sdo plastidios detectados na maioria das Oncidiinae ja investigadas
(STPICZYNSKA et al., 2007) e, normalmente, se diferenciam ao longo do amadurecimento
da flor, sendo caracteristicamente ricos em plastoglobulinas, no periodo da antese, e em
goticulas lipidicas, no decorrer do amadurecimento da flor (DAVIES; STPICZYNSKA,
2009). Apesar da presenca de plastoglobulinas ser comum em elaiéforos no inicio do
desenvolvimento floral, observou-se essas estruturas em flores maduras de O. donianum e O.
warmingii. Elaioplastos com plastoglobulinas podem estar envolvidos na producdo de
substancias volateis (PACEK et al., 2012), encontradas em alguns taxons de Oncidiinae que
exalam fragrancia, por exemplo, Z. lunata (STPICZYNSKA et al, 2007; DAVIES;
STPICZYNSKA, 2008; STPICZYNSKA; DAVIES, 2008); ¢/ou associados a glandulas que
exalam odor para atrair polinizadores, denominadas osmoforos (MICKELIUNAS et al.,
2006), encontrados em flores de G. amherstiae (PANSARIN et al., 2009). Contudo, em O.
donianum e O. warmingii ndo foi possivel detectar odor em nenhum dos estadios de
desenvolvimento da flor.

Identificou-se em O. donianum e O. warmingii elaioplastos ovados com goticulas

lipidicas e alongados ou arredondados com material osmiofilico ou plastoglobulinas. Em
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Zygostates grandiflora (Lindl.) Mansf. e G. recurva, os elaioplastos foram mais ou menos
esféricos (STPICZYNSKA et al., 2007; STPICZYNSKA; DAVIES, 2008); em Phymatidium
tillandsioides Barb.Rodr. e Z. grandiflora apresentaram formato alongado ou foram menos
regular na forma (PACEK et al., 2012).

Grédos de amido podem ser convertidos em agucar para compor o néctar e/ou séo
importantes fontes de energia para processos metabolicos intensos, sendo, comumente,
utilizados no inicio do desenvolvimento das flores e relacionados com emissédo de material
volatil (FAHN, 1979). Amiloplastos podem também se diferenciar em elaioplastos a partir do
inicio da antese, como ocorreu em Ornithocephalus gladiatus Hook. (PACEK et al., 2012).
N&o foram detectados graos de amido nas duas espécies estudadas, provavelmente pelo fato
das andlises anatémicas e ultraestruturais. Em contrapartida, mesmo utilizando-se flores no
periodo de antese, G. amherstiae ndo apresentou grdos de amido (PANSARIN et al., 2009),
como observado nos elaioforos de O. cheirophorum e Ornithocephalus kruegeri Rchb.f.
(PACEK; STPICZYNSKA, 2007).

Vacuolos autofagicos, cujas membranas delimitantes originaram-se das cisternas do
reticulo endoplasmatico liso, ou da invaginacdo do tonoplasto, sdo também denominados
membranas intravacuolares, e foram encontradas em abundancia na ultraestrutura celular de
O. donianum, O. warmingii, e também em Lockhartia oerstedii Rchb.f., T. cavendishianum,
Oncidium ornithorhynchum H.B.K. e O. trulliferum (STPICZYNSKA et al., 2007;
STPICZYNSKA; DAVIES, 2008; DAVIES; STPICZYNSKA, 2009; BLANCO et al., 2013).
A ocorréncia dessas organelas relaciona-se a processos de reciclagem celular e renovagao do
reticulo endoplasmatico liso, processos essenciais na sintese lipidica (DAVIES et al., 2014).

O material lipidico sintetizado nas células secretoras pode ser transportado do
citoplasma até a membrana plasmatica por duas vias: ao longo de endomembranas do reticulo
endoplasmatico ou atraves de vesiculas formadas pelo reticulo endoplasméatico (VAN DER
SCHOOT et al., 2011), as quais foram constatadas em O. warmingii e também nos estudos
com O. ornithorhynchum, T. cavendishianum e Z. lunata (STPICZYNSKA et al., 2007;
DAVIES; STPICZYNSKA, 2009; PACEK et al., 2012). A excrecdo de material lipidico, em
O. warmingii, pareceu ser facilitado pelo processo de fusdo da membrana da vesicula
secretora com a membrana plasmatica, fenbmeno observado também em Oncidium
amazonicum (Schltr) M.W.Chase & N.H.Williams, indicando possibilidade de secrecgdo
granulécrina nesta espécie (PACEK et al., 2012).

O transporte de substancias entre células secretoras adjacentes da epiderme do

elaiéforo se da através de plasmodesmos nos campos primarios de pontoacgéo, visualizados
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para O. donianum e também em V. excavata, O. oxyceras, L. lunifera, L. oerstedii e L.
verrucosa (BLANCO et al., 2013; STPICZYNSKA et al., 2013; DAVIES et al., 2014).

Quanto ao transporte de material através da parede tangencial da célula secretora, a
presenca de cavidades na parede facilita 0 acimulo e a passagem de substancias hidrofobicas,
como os lipidios, mas elas ndo foram observadas em O. donianum, O. warmingii, G. echinata,
O. flexuosum, O. radicans, G. ranifera, G. recurva, Gomesa riograndensis (Cogn.)
M.W.Chase & N.H.Williams, Gomesa varicosa (Lindl.) M.W.Chase & N.H.Williams,
embora existam relatos de sua ocorréncia em G. bifolia, O. loefgrenii, Gomesa venusta
(Drapiez) M.W.Chase & N.H.Williams, O. cheirophorum e O. ornithorhynchum (PACEK;
STPICZYNSKA, 2007; STPICZYNSKA et al., 2007, STPICZYNSKA; DAVIES, 2008;
ALISCIONI et al, 2009; DAVIES; STPICZYNSKA, 2009; GOMIZ et al., 2013;
STPICZYNSKA et al. 2013).

Além da presenca de globulos lipidicos dispersos no citoplasma, material eletron-
denso também foi visualizado pela MET nas duas espécies de Oncidium, semelhante ao
constatado para Lockhartia spp. (BLANCO et al., 2013), o que pode indicar secrecdo de
natureza heterogénea para essas espécies. Material na superficie papilosa do elaiéforo foi
observado, através da MEV, em O. warmingii. Essas observacGes também foram constatadas
pela MET para Maxillaria notylioglossa Rchb. f. (subtribo Maxillarinae), orquidea que
produz secrecdo heterogénea constituida por cera (DAVIES et al., 2003).

Uma relevancia da caracterizagdo quimica das secre¢des florais relaciona-se ao fato de
que a maioria das espécies vegetais produtoras de lipidios sdo compativeis exclusivamente
com polinizacdo que envolve abelhas coletoras de 6leo (SILVERA, 2002), pertencentes,
principalmente, as familias Apidae e Melittidae (BUCHMANN, 1987; MICHENER, 2000),
sendo as abelhas que coletam Oleo de orquideas do novo mundo dos géneros Centris,
Paratetrapedia and Tetrapedia (BUCHMANN, 1987; SINGER; COCUCCI, 1999;
MACHADO, 2004).

Na maioria das plantas, lipidios sdo estocados na forma de diacilglicerois (DAVIES et
al., 1991; CHAPMAN et al., 2012), que, comumente, sdo encontrados em sementes e frutos
(MURPHY, 1993), existindo poucas outras formas alternativas de estocagem. Um exemplo é
a reserva lipidica encontrada em sementes de Simmondsia chinensis (Link) C.K. Schneid.
(Simmondsiaceae), na forma de cera liquida, consistindo de uma longa cadeia de alcool
esterificado com acido graxo (TOBARES et al., 2003).

Foram encontrados como componentes relacionados com os exsudatos dos elaiéforos:

aminoacidos, glucose, carotenoides, substancias fendlicas, glicosideos, terpenoides néo



40

volateis e saponinas (VOGEL, 1974; BUCHMANN, 1987; REIS et al. 2000; SILVERA,
2002; REIS et al., 2006). Estudos quimicos da composicdo de recompensas florais de espécies
de Oncidiinae - O. pubes, O. radicans e P. tillandsioides (REIS et al., 2000, 2003, 2006)
constataram que o material lipidico secretado pelas flores oleiferas é comumente incolor e
consiste, predominantemente, de diacilglicerois, acidos graxos saturados, parafinas, ésteres e
hidrocarbonetos; identificando como principais o0s diacilglicerois assimetricamente
substituidos nas posicdes trés e sete do acido graxo por um grupo acetoxi, ou por um grupo
hidroxila.

Nas duas espécies estudadas observou-se semelhanga quanto a composicao quimica
das secrecdes florais. A analise por CG-EM apresentou padrdo de fragmentacdo de massas
caracteristico de hidrocarbonetos de cadeia longa, resultado semelhante ao encontrado para G.
amherstiae: &cidos graxos, porém de cadeia curta, sendo 0 mais abundante o acido graxo
octadecanoico (MICKELIUNAS, 2007).

Nem sempre a quantidade e a qualidade do 6leo produzido € a mesma entre membros
do mesmo género (SILVERA, 2002). Reis et al. (2006) detectaram diferentes composicoes
quimicas nas secrecBes florais de P. tillandsioides, com presenca de acilglicerois, e
Phymatidium delicatulum Lindl.,, com predominancia de hidrocarbonetos lineares
relativamente simples; sendo estes Gltimos também encontrados para O. donianum e O.
warmingii.

Finalizando, as analises por intermédio de técnicas de microscopia e histoquimica
indicaram presenca de lipidios e CG-EM indicou presenca de hidrocarbonetos nos elai6foros
de ambas as espécies, que, possivelmente, representam fragmentos de diacilglicerois, o que
corrobora as observacdes de Reis et al. (2000, 2003, 2006). Estes resultados sugerem que O.
donianum e O. warmingii produzem OGleos ndo volateis como recompensa floral para
polinizadores, em vez de apenas mimetizar estruturas secretoras de Malpighiaceae téo

frequentemente observadas em algumas Oncidiinae.
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2.6 CONSIDERACOES

O presente trabalho confirmou a hipotese inicialmente levantada de que O.
donianum e O. warmingii produzem 6leo como recompensa floral ao polinizador e ndo apenas
mimetizam as estruturas florais das Malpighiaceae. Identificou-se o tipo de elai6foro de O.
donianum e de O. warmingii, sua dindmica de secrecdo e parte da constituicdo quimica desta.
Esses resultados sdo subsidios a estudos relacionados a polinizacdo dessas orquideas, o que
contribui para conservacdo destas espécies, considerando o status de vulnerabilidade do
habitat em que elas se encontram, o PEIB, uma das UC mais visitadas do Brasil, e a situacao

de O. warmingii na lista vermelha das Espécies Ameacadas da Flora de Minas Gerais.
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Tabela 1 — Pardmetros utilizados para as analises da composi¢do quimica em Oncidium
donianum e O. warmingii

Oncidium donianum

Oncidium warmingii

Coluna

Coluna de silica fundida (5%
difenil, 95% dimetil polisiloxano)
HP-5 (30 m x 0,25 mm e 0,25 mm
de espessura de filme)

Coluna Restek Rtx-5MS®, (5% difenil
dimetil  polisiloxano, 30 m de

comprimento, 0,25 mm I.D.)

Gas de arraste
(Hélio)

Fluxo de 0,5 mL/min, por 60
minutos e inje¢do de 1mL da
amostra e variagdo de temperatura

de 2 °C/min (70 °C a 290 °C)

Fluxo de 1 mL/min, temperatura inicial
do forno: 70°C foi mantida por 3 min, e
posteriormente elevada a 10°C/min até
240°C.

posteriormente elevada a 300°C com

Essa  temperatura  foi

duracdo de 9 min

Temperaturas

Injetor de 270 °C e no detector de
300 °C, acoplado a espectrémetro
de massas Hewlett-Packard 5972

A temperatura do ion alcangada foi
300°C, a interface CG-EM foi também
mantida a 300°C, e cessada a 5 min.

antes do inicio da detec¢do por CG-EM

Parametros de
operacdo do
EM

70 eV, fonte de fons 250 °C

equipado com El

70 eV

Configuracéo
do quadrupolo

Selecdo de ions com m/z de 40 a
700

rastreados entre 40 — 700 AMU
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Figura 1 - Oncidium donianum Bateman ex W. Baxter: (A) Vista frontal da flor. MEV: (B) Aspecto
geral do calo. (C) Detalhe do &pice da projecéo do calo com glébulo (Gl). (D) Glébulo maximizado.
(E) Apice da projecéo do calo com espessamento da parede anticlinal da epiderme, conferindo aspecto
de rede e papilas. (F) Detalhe da cuticula do elai6foro distendida pelo acimulo de secrecdo e
espessamento da parede anticlinal, conferindo aspecto de rede. Microscopia de luz. Seccgdo
longitudinal do elaiéforo: (G) Detalhe do apice da projecéo do calo. AP= apice da projecdo; C= calo;
E= células epidérmicas; L= labelo; P= papilas; Pa= parénquima; ponta de seta= parede anticlinal
espessada; R= idioblastos com réafides; Se= células subepidérmicas; St= estdbmato; A= sépala dorsal;
m= pétala lateral, e= sépala lateral; seta= distensdo da cuticula; Vb= feixe vascular; *= tabula
infraestigmatica. Barras de escala: A= 2 mm; B=1 mm; C, D= 100 um; E, F= 10 pum; G= 50 um
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Figura 2 - Oncidium warmingii Rchb.f.: (A) Vista frontal da flor. (B) Detalhe da flor com destaque
para o calo. MEV: (C) Aspecto geral do calo. (D) Apice da projecio com glébulos. (E) Gldbulos entre
células epidérmicas comuns e papilosas. (F) Detalhe da cuticula distendida de célula secretora do
elai6foro. Microscopia de luz de tecido fresco de elaidforo: (G) Apice da projecdo do elai6foro
apresentando glébulo lipidico apds reacdo com Sudan Ill. (H) Papilas conicas cobertas por secregao
lipidica ap6s reacdo com Sulfato Azul do Nilo. (I) Glébulos lipidicos espalhados pela epiderme do
apice da projecdo do calo em corte paradérmico. Microscopia Confocal de fluorescéncia: (J) Vista
frontal do &pice da projecdo do calo com goticulas lipidicas apds reacdo com vermelho neutro.
Microscopia de luz de sec¢des longitudinais do elaiéforo: (K) Apice da projecdo do calo. (L) Papilas
cOnicas cobertas por secre¢do lipidica. A= sépala dorsal; m= pétala lateral; @= sépala lateral; L= labelo;
*= tabula infraestigmética; C= calo; P= papila; AP= 4pice da projecdo do calo; Gl= glébulo; St=
estdbmato; seta branca= distensdo da cuticula; E= células epidérmicas; Ld= goticula lipidica; Se=
células subepidérmicas; Pa= parénquima; R= idioblastos com rafides; Vb= feixe vascular. Barras de
escala: Ae B=2mm; C=1mm; D, H, I, L= 100 um; E, F, J= 10 um; G= 50 pm; K= 150 pm
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Figura 3 - Oncidium donianum Bateman ex W. Baxter: microscopia confocal de fluorescéncia — marcacdo com BODIPY no apice da projecdo do calo. (A) (D)
(G) DIC - Contraste de interface diferencial. (B) (E) (H) Imagens confocal. (C) (F) (I) Sobreposi¢do. Ld= goticula lipidica; S= acimulo de material lipidico
entre cuticula e parede da célula secretora. Barras de escala: A-C, G-1= 50 um; D-F= 25 pm
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Figura 4 - Oncidium warmingii Rchb.f.: microscopia confocal de fluorescéncia -marcagdo com BODIPY
no apice da projecédo do calo. (A) (B) (C) Macerado de células do &pice da projecéo do calo. (D) (E) (F)
Papilas conicas cobertas por secrecdo e goticulas lipidicas. (G) (H) () Células epidérmicas com goticulas
lipidicas. (A) (D) (G) Contraste de interface diferencial (DIC). (B) (E) (H) Imagens confocal. (C) (F) (I)
Sobreposi¢do. Ld= goticula lipidica; S= secrecdo; E= células epidérmicas; P= papilas. Barras de escala:
A-E= 25 pm; G-H=10 pm
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Figura 5 - Oncidium donianum Bateman ex W. Baxter: MET de células do apice da projecdo do calo.
(A) Goticulas lipidicas, membranas intravacuolares e dictiossomos espalhados pelo citoplasma. (B)
Elaioplasto com estroma de formato alongado, material osmiofilico entre os elementos estruturais da
parede celular e detalhe de comunicacdo entre paredes de células epidérmicas. (C) Goticulas lipidicas
proximas ao plasmalema. (D) Detalhe de elaioplasto ovalado, contendo numerosas goticulas lipidicas.
(E) Detalhe de elaioplasto arredondado com plastoglobulinas. (F) Acimulo de secrecdo eletron-densa
préximo ao plasmalema. Ld= goticula lipidica; Cw= parede celular; Di= dictiossomo; El = elaioplasto;
Mf= membranas intravacuolares; Pg= plastoglobulina; S= secrecdo eletron-densa; seta= material
osmidfilico; ponta de seta= campo primario de pontoacdo. Barras de escala: Ae B=2 um; C, D e F=
lum; E= 0,5 um
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Figure 6 - Oncidium warmingii Rchb.f.. MET de células do apice da projecdo do calo. (A) Citoplasma
parietal com mitocondrias e vesicula secretora. (B) Goticulas lipidicas espalhadas pelo citoplasma ao redor
do elaioplasto com estroma altamente osmiofilico. (C) Goticulas lipidicas e dictiossomos espalhados pelo
citoplasma. (D) Fusdo da membrana plasmatica celular com membrana da vesicula secretora para realizar
exsudacdo. (E) Material osmiofilico entre os elementos estruturais da parede celular. m= mitoc6ndria; Cw=
parede celular; Vs= vesicula secretora; El = elaioplasto; Ld= goticula lipidica; Di= dictiossomo; S= secre¢do
eletron-densa; seta= material osmidfilico. Barras de escala: A= 1 um; B, E= 0,5 um; C, D=0, 2 pm
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Figura 7. Cromatograma (A) de flores maduras de Oncidium warmingii Rchb.f., destacando
contaminante de fitalato e substancia majoritaria com seu respectivo espectro de massas (B) com

fragmentos em m/Z 43, 57, 71, 85, 99, 113 u.m.a.
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Figura 8. Quantificacdo relativa e comparativa do hidrocarboneto majoritario obtido das areas
provenientes dos cromatogramas em CG-EM das amostras de Oncidium warmingii Rchb.f. (OW),
referéncia do eixo y da esquerda, e das amostras de Oncidium donianum Bateman ex W. Baxter (OD),
referéncia do eixo y da direita. Barra de erros corresponde ao desvio padrédo da area do hidrocarboneto
nas trés idades de flores em separado para cada espécie
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3. CAPITULO 2 - EFEITO DE BORDA NA ADAPTACAO MORFOANATOMICA
FOLIAR E QUIMICA DE ORCHIDACEAE EM NANOFLORESTA NEBULAR NA
SERRA DA MANTIQUEIRA, MINAS GERAIS, BRASIL

3.1 RESUMO

A fragmentacéo florestal é o processo no qual um habitat continuo é dividido em mosaicos
vegetacionais, sendo uma das consequéncias a formacao de bordas com condic¢des ambientais
climéticas diferentes das encontradas na floresta. Uma alternativa para se medir os efeitos
diretos da fragmentacdo € analisar as respostas morfoldgicas, fisioldgicas e quimicas de
plantas que dominam o fragmento. O Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB), localizado na
Serra da Mantiqueira, é caracterizado por constituir um mosaico de fitofisionomias onde
Orchidaceae apresenta diversidade de habito, o que possibilita adaptacdo a variantes
ambientais. As orquideas Hadrolaelia coccinea (Lindl.) Chiron, Prosthechea pachysepala
(Klotzsch) Chiron e V.P. Castro e Pleurothallis rubens Lindl. podem apresentar respostas
morfoanatdmicas, fisiologicas e quimicas frente as variagdes ambientais encontradas na borda
e no interior da nanofloresta nebular no PEIB. Objetivou-se verificar se existem diferencas
qguanto as condicBes climaticas entre borda e interior de nanofloresta no PEIB, e como se
manifestam os atributos foliares (morfoldgicos, fisiolégicos e quimicos) de H. coccinea, P.
pachysepala e P. rubens, em relacdo a adaptacdo nestas condi¢cbes climaticas. Aferi¢bes
climaticas foram realizadas com o Termo-Higro-Anemdmetro Luximetro Digital Portatil
Modelo Thal-300, nas fitofisionomias estudadas do PEIB, nas quatro esta¢cdes do ano. Para as
analises morfoanatbmicas foram coletadas dez ou trinta folhas adultas para cada dez
individuos de H. coccinea, P. rubens e P. pachysepala na borda e no interior da nanofloresta
nebular. Para as analises de clorofilas, histoquimicas e quimicas através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de fotodiodos (CLAE-DAD) foram
coletadas trés folhas de trés individuos de cada espécie por fitofisionomia. O indice de
plasticidade fenotipica (IPF) foi calculado para cada variavel morfoldgica, anatbmica e
fisioldgica. Para avaliar as diferencas de cada varidvel entre as duas fitofisionomias utilizou-
se 0 teste t-student ou o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A radiacdo solar global
(ummol. m™?. s™) foi maior na borda que no interior da nanofloresta nebular. Hadrolaelia
coccinea e P. pachysepala apresentaram respostas morfoanatbmicas similares, configurando
0s mesmos tipos funcionais. Pleurothallis rubens apresentou diferencas significativas apenas
para trés variaveis no inverno e duas no verao. O sistema cromatografico empregado destacou
a classe quimica dos flavonoides em P. pachysepala e P. rubens, sendo os maiores valores
detectados na borda, o que pode ser considerado uma resposta fotoprotetora. A sintese de
flavonoides diferiu significativamente apenas nas estagdes verdo e inverno, com maiores
producdes no interior e na borda, respectivamente, para P. pachysepala e o contrario para P.
rubens, o que provavelmente esta relacionado a defesa constitutiva na primeira e fotoprotecdo
na segunda. Hadrolaelia coccinea foi a espécie de maior IPF, o que Ihe confere maiores
chances de sobrevivéncia as oscilagdes ambientais e distribuicdo geografica. Este trabalho
abre novos caminhos para pesquisas voltadas a associacdo da ecologia & quimica, uma vez
que as diferencas observadas nos teores de flavonoides possibilitaram uma analise conjunta da
dindmica da produtividade de metabdlitos especiais com a adaptabilidade dessas espécies
quanto ao seu metabolismo primario.

Palavras-chave: ecologia quimica, flavonoides, plasticidade fenotipica, Orchidaceae, PEIB.
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3.2 INTRODUCAO

Fragmentos florestais sdo resultados de alteragdes no habitat original que podem ser
oriundos de processos ou barreiras naturais, por exemplo: flutuagfes climéticas, causando
expansdo ou retracdo de determinados tipos de vegetacdo; heterogeneidade dos solos,
conferindo restricdo do tipo de vegetacdo a um solo especifico; topografia, delimitando ilhas
de vegetacdo peculiar a um local elevado, dentre outros (VIANA, 1990; BARROS, 2006).
Dessa forma, a fragmentacdo é o processo no qual um habitat continuo é fragmentado em
manchas, ou pequenas areas, geralmente, formando mosaicos na paisagem, com
caracteristicas abioticas peculiares (SHAFER, 1990; MURCIA, 1995; SCARIOT et al.,
2005).

Uma das principais consequéncias da fragmentacao florestal é a formacdo de bordas,
regides de transicdo entre o que restou da vegetagé@o original e a regido modificada (matriz)
(PRIMACK et al., 2001; LIMA-RIBEIRO, 2008), que contribuem para que as espécies
estejam sujeitas a condicdes ambientais climaticas diferentes das encontradas na floresta
(MURCIA, 1995), como maior intensidade de radiagéo, altas temperaturas e reducdo na
umidade relativa do ar (KAPOS, 1989; ESSEEN, 1994; JOSE et al.,, 1996; BERNARDI,
BUDKE, 2010; HOLANDA et al., 2010; MULLER et al., 2010; RIGUEIRA et al., 2012).
Com o passar do tempo, as novas condicdes climéticas existentes nas bordas dos fragmentos
contribuem para o estabelecimento de uma comunidade vegetal distinta da comunidade do
interior (RODRIGUES; NASCIMENTO, 2006). Uma das alternativas para se medir os efeitos
diretos da fragmentacdo € a analise das respostas morfologicas, fisioldgicas e quimicas de
espécies de plantas que dominam o fragmento (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2009; RAMOS
etal., 2013).

A Serra da Mantiqueira é uma das maiores cadeias de montanhas do leste sul-
americano e ocupa uma extensa area da regido Sudeste do Brasil, sendo um dos principais
nucleos da Floresta Atlantica brasileira (RIZZINI, 1997). Nessa regido, localiza-se o Parque
Estadual do Ibitipoca (PEIB), caracterizado por constituir um mosaico de fitofisionomias
(ANDRADE; SOUSA, 1995; SALIMENA-PIRES, 1997; RODELA; TARIFA, 2001; DIAS
et al.,, 2002; FORZZA et al.,, 2013), cada qual peculiar quanto as condi¢Bes climaticas
relacionadas a temperatura, umidade relativa do ar e radiacdo solar (RODELA; TARIFA,
2002). No PEIB, Orchidaceae se destaca como a familia com o maior ndmero de
representantes, perfazendo 126 espécies (MENINI NETO et al., 2007; FORZZA et al., 2013).
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Uma caracteristica ecologicamente importante das orquideas é a diversidade de hébito.
A maioria delas € epifita, embora encontram-se espécies terricolas, rupicolas e saprofiticas
(DRESSLER, 1993). Essa condicgéo possibilita a ocupacdo por Orchidaceae a diferentes tipos
de ecossistemas e fitofisionomias (HOEHNE, 1949) e, consequentemente, sua adaptacdo as
variantes ambientais (BENZING, 1987).

No curso da evolucdo das plantas, as folhas apresentaram-se como 0s O0rgdos mais
plasticos as mudancas ambientais (GUAN et al., 2011), com possibilidades de ajuste
fotossintético, contribuindo positivamente com o crescimento e com o metabolismo da planta
(VENDRAMINI et al., 2002; VIOLLE et al. 2007; PANDEY et al. 2009; SANCHES et al.,
2009). Tracos ou atributos foliares, como area, massa seca, espessura foliar e concentracdes
de clorofilas, representam e refletem muito bem a influéncia do ambiente sobre as plantas e
suas adaptacbes a esse ambiente (NAVAS; GARNIER, 2002; HANBA et al.,, 2002;
SCHLUTER et al., 2003; CALVO-ALVARADO et al., 2008; DUNBAR-CO et al., 2009).

A plasticidade fenotipica representa a capacidade de um individuo em ajustar o seu
fenotipo, através da manifestacdo de caracteristicas que lhe sdo improprias geneticamente
e/ou acentuar/atenuar outras que lhe sdo comuns, possibilitando melhor aproveitamento dos
recursos do meio (EPSTEIN, 1972; SCHILICHTING, 1986; HUTCHINGS, 1989; BELL;
LECHOWICZ, 1994). Contudo, dentro de um genotipo, que € Unico para cada espécie, ha
limites para a amplitude de respostas fenotipicas (BRADSHAW, 1965), sendo que algumas
espécies modificam-se bastante como uma resposta a0 meio e outras pouco podem se
modificar.

Primariamente as respostas morfoanatdmicas e fisiolégicas que as plantas podem
apresentar frente as variacbes ambientais, elas podem responder quimicamente, produzindo
tipos e quantidades diferenciadas de metabdlitos especiais (EVANS, 1996; YAO et al., 2005;
GOBBO-NETO; LOPES, 2007), atuando na defesa as oscilacfes de temperatura, umidade e
radiacdo solar (SHEWRY; LUCAS, 1997; DE WIT, 2007). Os metabolitos especiais
apresentam importantes funcbes ecoldgicas nas plantas fornecendo, por exemplo, protecdo
contra insetos herbivoros e patdgenos, contribuindo para sua interacdo com agentes
polinizadores e dispersores de sementes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; TAIZ; ZEIGER,
2009). Dentre os diversos metabdlitos relacionadas a defesa quimica, podendo apresentar
maultiplos beneficios a planta, citam-se as substancias nitrogenadas, os terpenoides e 0s
flavonoides (DEWICK, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2009 ). Este altimo, por exemplo, também
possui atividade fotoprotetora (ZUANAZZI, 2004; STAHL et al., 2006; GASPI et al., 2011).
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As orquideas Hadrolaelia coccinea (Lindl.) Chiron, Prosthechea pachysepala
(Klotzsch) Chiron e V.P. Castro e Pleurothallis rubens Lindl. apresentam individuos que
podem ser encontrados em diferentes fitofisionomias no PEIB, sendo que diferencas
morfolégicas em suas folhas foram percebidas inicialmente entre estas fitofisionomias (L.
MENINI NETO, comunicagdo pessoal), incluindo-se interior de floresta e transicdo da
floresta com o campo rupestre no PEIB, ou areas de borda, regides representadas,
respectivamente, pelas fitofisionomias de nanofloresta nebular e arbustal nebular. Tal fato,
possivelmente, influencie nessas espécies o desenvolvimento de caracteres morfoanatémicos
elou de ajustes fisiologicos (PRICE et al., 2003) e quimicos, facilitando sua adaptacdo e
sobrevivéncia as condi¢cBes ambientais presentes em cada fitofisionomia (GRATANI, 1996;
PINTADO et al., 1997; GRATANI et al., 2003; ZUNZUNEGUI et al., 2011), dependendo da
amplitude da plasticidade fenotipica de cada espécie estudada (SCHLICHTING, 2002;
SULTAN, 2004; VALLADARES et al., 2006; GRATANI, 2014).

Corroborando essas consideracdes, a ocorréncia de variagdes anatdmicas em orquideas
em resposta a microambientes de luz distintos, como na borda e no interior da floresta
nebular, foi destacada, anteriormente, em estudos de adaptacdes estruturais de epifitas
simpatricas em regides de campo rupestre (MOREIRA et al., 2013).

Nesse contexto, a magnitude das respostas morfoldgicas, funcionais/estruturais e
quimicas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007) que uma espécie apresenta, pode contribuir para a
exploracdo de nichos diversos, ampliando suas possibilidades de distribuicdo geografica
(SULTAN, 1995, 2000; BRADSHAW, 2006) e de conservacdo (SCARIOT et al., 2005), o
gue para a orquidea H. coccinea € particularmente importante, pois a mesma se encontra em
perigo de extingdo, segunda a Lista Vermelha das Espécies Ameacadas de Extin¢do da Flora
de Minas Gerais (SANO et al., 2008).

A fim de contribuir com dados referentes a adaptacdo das orquideas H. coccinea, P.
pachysepala e P. rubens nas bordas e no interior das nanoflorestas do PEIB, objetivou-se
verificar se existem diferengas quanto as condi¢des climéaticas (radiacdo solar global,
temperatura e umidade relativa do ar) entre as duas fitofisionomias que compdem essas
regides, e investigar as respostas morfoanatdmicas e fisiologicas, e a sazonalidade da

composi¢do quimica das folhas dessas espécies em cada uma dessas fitofisionomias.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Local de estudo e espécies pesquisadas

Todo o material botanico analisado e as fitofisionomias estudadas neste trabalho
localizam-se no PEIB, situado no sudeste do Estado de Minas Gerais (21°40°-21°44’S,
43°52°-43°55°W), abrangendo os municipios de Bias Fortes, Lima Duarte ¢ Santa Rita do
Ibitipoca (OLIVEIRA-FILHO et al., 2013). O PEIB, uma das unidades de conservagdo mais
visitadas do Brasil (FORZZA et al., 2013), encontra-se inserido na Serra da Mantiqueira, area
prioritaria para a protecdo de mananciais e de importancia biologica especial
(CONSERVATION INTERNACIONAL DO BRASIL, 2000; MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2002; DRUMMOND et al., 2005).

O clima da regido de Ibitipoca foi classificado como tropical de altitude mesotérmico
(Cwhb), segundo classificacdo de Kdppen (1948), com inverno frio e seco e chuvas elevadas
no verao.

A vegetacdo predominante do PEIB compreende os campos rupestres (SALIMENA-
PIRES, 1997; RODELA; TARIFA, 2001), atualmente nomeada como vegetacdo savano-
campestre (OLIVEIRA-FILHO, 2009). Contudo, o parque é caracterizado por um mosaico de
fitofisionomias (ANDRADE; SOUSA, 1995; SALIMENA-PIRES, 1997; RODELA;
TARIFA, 2001; DIAS et al., 2002; OLIVEIRA-FILHO et al., 2013), peculiares quanto as
condic@es climaticas (RODELA; TARIFA, 2002). Os fragmentos florestais selecionados para
este estudo foram originados por processos naturais, principalmente relacionados ao desnivel
do relevo, e correspondem aos remanescentes ou areas ndo continuas de nanoflorestas, um
tipo de fitofisionomia do PEIB (OLIVEIRA-FILHO et al., 2013).

Neste estudo, Hadrolaelia coccinea, Prosthechea pachysepala e Pleurothallis rubens
foram coletadas no arbustal nebular e na nanofloresta nebular, segundo classificacdo adotada
por Oliveira-Filho et al. (2013), para denominar o que é chamado nesse estudo de borda (B) e
interior de floresta (1), respectivamente (Figura 6).

O arbustal nebular, ou B, compreende um adensamento de caules de arbustos cujas
copas alcangam entre 1 e 3 m de altura; arvores emergentes (< 3m) podem ocorrer
esparsamente; ndo ha revestimento campestre sobre o solo, que se caracteriza em arenoso

derivado do quartzito ou pedregoso formado sobre saprolito de xisto, com possivel ocorréncia
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de afloramentos rochosos em seu interior. Representa uma transicdo das nanoflorestas para as
savanas e campos (OLIVEIRA-FILHO et al., 2013).

A nanofloresta nebular, ou I, comporta arvores que formam um dossel mais ou menos
continuo a uma altura entre 3 e 5 m, com arvores emergentes esparsas de até 10 m; o tronco
das arvores apresenta uma notavel fitomassa de epifitas e a folhagem comporta liquens
epifilos (OLIVEIRA-FILHO et al., 2013). Essa vegetacdo perfaz a maior parte da cobertura
florestal do PEIB (15,6% da superficie do parque) e sdo também denominadas mata ciliar
(RODELA; TARIFA, 2001) ou mata de galeria (SALIMENA-PIRES, 1997; DIAS et al.,
2002). Os solos das nanoflorestas sdo derivados de quartzito, caracterizando-se por serem
rasos e pobres em minerais (DIAS et al., 2002). As nanoflorestas selecionadas para o presente
estudo situam-se em depressdes do terreno, associadas as entradas de cavernas e ao fundo dos
vales.

Hadrolaelia coccinea é epifita, até ca. 15 cm compr. Apresenta pseudobulbo
unifoliado, ereto, fusiforme a subesférico, 0,5-5 cm compr.; folhas coriaceas ou carnosas,
largo a estreitamente elipticas ou oblongas, 1-9 x 1-3 cm, apice obtuso; flor solitaria,
ressupinada, vermelha, as vezes vermelho-alaranjadas (BUZATTO et al., 2010). Distribuia-se
originalmente desde o Nordeste da Argentina, em Misiones, onde hoje encontra-se extinta
(CORREA, 1996), até os estados das regifes Sudeste e Sul do Brasil (BARROS et al., 2015).
E encontrada, em geral, nas florestas nebulares (interior e borda), acima de 800 m de altitude,
e com frequéncia em florestas de Araucaria, em ambientes saturados de umidade e
regularmente expostos a nevoeiro (BUZATTO et al.,, 2010). Floresce no verdo. Sua
polinizacdo é realizada por beija-flores de diversas espécies. Esta citada na Lista Vermelha
das Espécies Ameacadas de Extin¢do da Flora de Minas Gerais com o status de “Em Perigo”
(SANO et al., 2008).

Prosthechea pachysepala é uma erva epifita facultativa, de grande porte. Os
pseudobulbos sdo fusiformes, comprimidos, verdes, 10-24 cm compr. Apresenta duas a quatro
folhas apicais, 12-24 x 3-4,5 cm, verde-escuras, oblongas, apice agudo. Inflorescéncia apical,
com até 40 flores ndo ressupinadas. As flores apresentam antese sucessiva com sepalas e
pétalas amarelas a amarelo-esverdeadas, densamente pintalgadas de vinaceo (MILLER et al.,
2006). Encontra-se distribuida por toda a Regido Neotropical. Habita ambientes de luz
filtrada, com boa umidade e movimento de ar suave. N&o tolera sombreamento extremo.
Floresce na primavera, de setembro a dezembro. A polinizacéo é realizada por abelhas (VAN
DER CINGEL, 2001). E especialmente coletada por colecionadores pelo seu valor ornamental
(BARROS et al., 2011).
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Pleurothallis rubens é epifita, cespitosa, frequentemente com touceiras de mais de
vinte folhas. Cada caule da touceira € cilindrico e fino, unifoliado, até ca. 13 cm compr.
Folhas coriaceas, 3-13 x 1-2,5 cm, apice tridentado. A inflorescéncia surge do apice do caule,
portando entre 15 a 20 flores amarelo-esverdeadas. As flores apresentam antese simultanea
(MENINI NETO et al., 2007). No Brasil ocorre nos estados das regides Sudeste (exceto
Espirito Santo) e Sul, além de Pernambuco e Bahia, nos dominios da Caatinga, Cerrado e
Floresta Atlantica (BARROS et al., 2015). Floresce entre abril e maio (BASTOS; VAN DER
BERG, 2012).

3.3.2 Aferigdes climaticas

Através de um aparelho Termo-Higro-Anemodmetro Luximetro Digital Portatil Modelo
Thal 300, marca Instrutherm, foram aferidas: a radiagdo solar global (ummol. m? s?), a
temperatura (°C) e a umidade relativa do ar (% RH), nas quatro estacbes do ano: inverno
(agosto de 2013); primavera (outubro de 2013); verdo (janeiro de 2014) e outono (maio de
2014). Em cada estacdo, foi realizado um dia de aferi¢cbes climaticas em trés turnos: manha
(8h30 a 11h30); meio-dia (12h05 a 13h) e tarde (14h50 a 17h20). O intervalo, em cada turno
de afericdo, foi necessario devido ao deslocamento no PEIB.

Dados climaticos de temperatura (°C), umidade relativa do ar (% RH) e precipitacdo
(mm) dos anos 2011 (margo) a 2013 (dezembro), com auséncia de medicOes entre fevereiro a
abril de 2013, foram aferidos proximos ao Centro de informacdo do PEIB e fornecidos pelos
gestores do Parque, e dados climéticos de radiacdo (kJ/m2), temperatura (°C), umidade relativa
do ar (% RH) e precipitacdo (mm) dos anos 2011 a 2014, aferidos pela Estacdo Climatoldgica
Convencional da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), foram utilizados a fim de
comparacdo com as afericOes realizadas com o Thal 300 nas fitofisionomias B e | do PEIB.

3.3.3 Procedimentos de coleta do material de estudo

Folhas maduras e totalmente expandidas de H. coccinea, P. pachysepala e P. rubens
foram coletadas nas fitofisionomias B e I. No momento da coleta, as folhas foram
acondicionadas em sacos plasticos pretos para as analises morfoanatdmicas, e em envelopes
de papel para as analises quimicas e de quantificagdo de clorofilas, devidamente identificadas

e armazenadas em caixa térmica.
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Material testemunho de H. coccinea, P. pachysepala e P. rubens estdo depositadas no
Herbéario Leopoldo Krieger (CESJ) sob os numeros CESJ 26463, CES 48667 e CESJ 41031,

respectivamente.
3.3.4 Anélises morfoldgicas externas e anatbmicas

Para as analises morfoldgicas externas e anatémicas foram coletadas 10 folhas de H.
coccinea e de P. rubens e, 30 folhas entre os 3° e 4° nds (sentido &pice-base dos ramos da
planta) de P. pachysepala, de 10 individuos de cada espécie nas duas fitofisionomias
estudadas, no verdo, em 8 de fevereiro de 2012, e inverno, em 23 de julho de 2013. Para H.
coccinea e P. rubens foram coletadas as Unicas folhas que brotam nos apices dos caules.

Nessas folhas, retirou-se da regido central do terco médio, incluindo a nervura central,
uma &rea equivalente a um quadrado de 1,3 cm de lado que foi fixado em FAA 70% (1:1:18
v/iv) por 24 horas e conservado em alcool 70% (JOHANSEN, 1940), para posteriores
medicBes anatdbmicas. ApOs a obtencdo dessas areas, aferiu-se nessas folhas a massa fresca
(MF) (g). As folhas, posteriormente, foram prensadas entre jornal e secas em estufa a
temperatura de 65°C até atingirem massa constante, correspondente & massa seca (MS) (g). As
massas fresca e seca foram mensuradas com auxilio de balanca analitica de precisao (AY?220,
Marte com ie = 0,001g). A &rea foliar (AF) (cm?) foi medida pelo programa Image J, a partir
da imagem digitalizada.

Com os resultados obtidos das medidas supracitadas, foram aferidos o contetdo de
agua (CA) (MF-MS g), o teor de matéria seca (TMS) (100 x MS/MF), a area foliar especifica
(AFE) (AF/MS cm?g™) (WITKOWSKI; LAMONT, 1991), a massa foliar especifica (MFE)
(MS/AF g.cm™), representando o indice de esclerofilia (IE), em que IE = 0,6 indica
escleréfilas, conforme Rizzini (1976), e o grau de suculéncia (GS) (MF-MS/AF g.cm™?). O
tamanho foliar seguiu a classificacdo de Webb (1959).

A densidade estomatica (n°. mm™) foi obtida clarificando-se as folhas com hipoclorito
de sodio 40%. Utilizou-se trés campos por folha, totalizando trinta campos para H. coccinea e
P. rubens e noventa campos para P. pachysepala para cada fitofisionomia. A densidade
estomatica foi determinada através da contagem de estdmatos situada numa area de 1 mm?,
em microscépio de luz 6ptico Olympus BX 41, com cadmara clara acoplada. A classificagcdo
dos estdmatos seguiu terminologia adotada por Rasmussen (1987).

Para analise qualitativa da superficie epidérmica, amostras da regido mediana das

folhas das trés espécies em cada fitofisionomia foram dissociadas de acordo com a técnica de
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Franklin (1946), que consiste em solucdo de &gua oxigenada 30 volumes e &cido acético
glacial, na proporcdo de 1:1, em estufa a 60°C, até a completa clarificacdo e dissocia¢do do
material. Em seguida, o material foi lavado e corado com fucsina bésica, sendo montado em
gelatina glicerinada (KAISER, 1880) e vedado com laminula e esmalte de unha incolor.

Para a mensuracdo de tecidos do limbo foliar, utilizaram-se regides do terco medio
foliar, representadas pelos fragmentos conservados em alcool 70%, de dez folhas de H.
coccinea e de P. rubens e de trinta folhas de P. pachysepala por tratamento. Para a montagem
de ldminas temporérias, referentes a essa analise, 0 material vegetal fixado foi seccionado
transversalmente com Iamina de barbear e montado em &gua.

Nas secgdes transversais da regido mediana dos limbos foliares foram medidas as
espessuras (um) da cuticula da face adaxial (CAD), epiderme da face adaxial (EAD),
hipoderme da face adaxial (HAD), dos parénquimas pali¢adico (PP) e lacunoso (PL), do
mesofilo homogéneo (MH), da hipoderme da face abaxial (HAB), epiderme da face abaxial
(EAB), da cuticula da face abaxial (CAB) e da espessura total da lamina (LT). As medicdes
foram realizadas em microscopio de luz éptico Olympus BX 41 com ocular milimetrada. As
espessuras foram definidas pela média de trés mensuragdes por folha. A espessura da cuticula
foi classificada conforme proposto por MORRIS et al. (1996): pouco espessa (menor que 3
pum); moderadamente espessa (de 3-10 pm) e espessa (acima de 10 pum).

Para a analise qualitativa dos limbos, l1dminas temporarias foram confeccionadas a
partir de cortes a mdo livre, corados com azul de astra e fucsina basica e montados em
gelatina glicerinada; laminas permanentes foram preparadas a partir do material processado e
incluido em historresina (Leica®), segundo orientacdo do fabricante. As seccbes foram feitas
em micrétomo de rotacdo com navalha de aco, com 5 pum de espessura. As laminas foram
coradas com azul de toluidina (O’BRIEN; MCCULLY, 1981). A anélise e a descricdo do
material vegetal montado em lamina foram realizadas através de microscopio de luz Axio Lab
Al Carl Zeiss, com camera digital AxioCam ERc 5s acoplada. O material foi documentado
através do software AxioVision.

A descri¢do das estruturas anatémicas foi realizada de acordo com Pridgeon (1982;
1986), Stern e Carlsward (2009) e Stern (2014).

3.3.5 Testes histoquimicos

Testes histoquimicos foram realizados em folhas frescas das trés espécies com 0s
reagentes lugol (JENSEN, 1962), sudan Il (SASS, 1951), cloreto férrico (JOHANSEN,
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1940), floroglucinol acidificado (FOSTER, 1949) e vermelho de ruténio (LANGERON,
1949) para verificacdo de presenca de amido, substancias lipofilicas, substancias fendlicas,
lignina e mucilagem, respectivamente. Presenca de cristais de flavonoides foi avaliada atraves
dos testes de solubilidade em hidroxido de sddio a 5% e insolubilidade em hidroxido de
amonia (METCALFE; CHALK, 1979). Controles sem reagentes foram realizados para todas

as analises.

3.3.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de fotodiodo
(CLAE-DAD)

Para a analise quimica por CLAE-DAD foram coletadas trés folhas de trés
representantes de cada espécie na B e | (1 folha/individuo/fitofisionomia), inicialmente para
uma investigacdo dos perfis cromatograficos dessas espécies nas estacdes verdo e inverno de
2013. A partir dessa analise preliminar foi verificado que P. rubens e P. pachysepala
apresentaram perfis cromatograficos satisfatdrios a presenca de substancias fendlicas e para
essas espécies foram realizadas coletas em cada estacdo do ano de 2014, nos meses de janeiro
(verd@o); maio (outono); julho (inverno) e outubro (primavera).

As folhas, ap6s as coletas, foram fracionadas, secas em estufa a 48°C, até atingirem
peso constante, pesadas em balanca analitica AY220, Marte com ie = 0,001g, e submetidas a
extragdo com metanol, sempre mantendo-se propor¢do de 100mg/ml, por trés vezes
consecutivas. O extrato bruto obtido apds evaporacdo do solvente foi submetido a CLAE-
DAD, em sistema acetonitrila:dgua e coluna de fase reversa, com analise realizada pela
Plataforma Analitica de Farmanguinhos (FIOCRUZ-RJ).

Os extratos obtidos das amostras foram analisados no equipamento Shimadzu com
duas bombas LC-10A, desgaseificador DGU-12A, injetor automético SIL-10AD, forno de
colunas CTO-10A e detector por arranjo de diodos SPD-M10AVP. Os dados foram
adquiridos por interface SCL-10A. Aquisicdo de dados e controle foram realizados pelo
programa Shimadzu CLASS-VP versdo 6.13 SP2. Foram injetados 5, 10 ou 20 uL de cada
amostra em coluna Supelcosil — C18- 25 cm x 4,6 mm — 5 pm, na presenca de coluna guarda
do tipo supelcoguard, LC 18 — 2 cm. Foi utilizado um sistema com gradiente linear que
consistiu de uma fase mével: TFA 0,05% em &gua, iniciando a 5% de acetonitrila e em 60
min chegando a 65% de acetonitrila, 65% a 100% de acetonitrila (60 — 70 min), mantendo os

100% até 80 min. Foi realizado um monitoramento utilizando-se o detector UV em varredura
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entre 200 a 400 nm, sendo selecionadas as leituras a 220, 270, 335 e 360 nm, das quais
posteriormente foi priorizado para comparagdo quimica o comprimento de onda a 335 nm.

Para o isolamento da substancia majoritaria detectada em P. pachyssepala foi obtido
extrato bruto metanolico das folhas, do qual, por particdo liquido/liquido, foi obtida a fracéo
em acetato de etila com presenca preponderante do flavonoide. Auxiliando este isolamento
foram realizadas cromatografias em camada delgada, utilizando-se o revelador NP-PEG, na
busca do flavonoide. Apo6s seu isolamento, foram utilizadas analises espectrométricas na
plataforma Analitica de Far-Manguinhos, FIOCRUZ-RJ, a saber: ultra-violeta, infravermelho,
ressonancia nuclear magnética de Hidrogénio e Carbono, além das técnicas bidimensionais de
interacdo H-H e H-C

3.3.7 Quantificacdo de Clorofilas

Para a quantificacdo das clorofilas e testes histoquimicos foram coletadas: 1 folha de 3
individuos de cada  espécie em cada  fitofisionomia  estudada (1
folha/individuo/fitofisionomia). Para determinagdo e extracdo das concentracGes de clorofilas
a, b e carotenoides, foram retirados discos foliares de uma folha de cada 3 individuos com
diametro de 1,5 cm, pesados em balanca analitica de precisdo (Mettler Toledo AB204-S) e
macerados em 25 mL de acetona 80% (v/v). Em seguida, o extrato foi filtrado e as leituras de
absorbancia das amostras foram realizadas em cubetas com auxilio de espectrofotdmetro
(Femto 700S), considerando-se a densidade 6tica medida em comprimentos de onda de 663,
647 € 470 nm (LICHTENTHALER, 1987).

3.3.8 Célculo do indice de plasticidade fenotipica

O indice de plasticidade fenotipica (IPF) foi calculado para cada uma das variaveis:
morfoldgicas (m), anatémicas (a) e fisiologicas (f), e para cada grupo de variaveis (IP a, IP m
e IP f), para as trés espécies, comparando-se B e I, nas estagcdes verdo e inverno, de acordo
com Valladares et al. (2000, 2006), onde: IPF = (mé&ximo-minimo)/méaximo. O indice de
plasticidade total para cada espécie foi calculado pela média entre IP a, IP m e IP f
(VALLADARES et al., 2000).

O indice de plasticidade (IP) varia dentro de uma escala de 0 a 1, sendo consideradas
muito plasticas as variaveis com IP > 0,6 e ndo plasticas, cujo IP & proximo de O
(VALLADARES et al., 2006).
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3.3.9 Anélise estatistica

Foram realizados os testes de Shapiro-Wilk, para averiguacdo da distribuicdo normal
dos dados e o teste de Levenne para averiguagdo da homocedasticidade das amostras. Quando
a distribuicdo dos dados das amostras ndao foi normal e/ou as amostras dos grupos ndo foram
homogéneas, aplicou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (ZAR, 1984).

O nivel de significancia das variaveis quantitativas, morfoldgicas, anatdmicas,
fisioldgicas e quimicas de H. coccinea, P. pachysepala e P. rubens e varidveis climaticas,
radiacdo solar global, temperatura e umidade relativa do ar, foi calculado para as respectivas
estacOes do ano separadamente e em conjunto, somando os dados das estacGes, pelo teste t-
student a 5% de significancia. Os valores médios, respectivos desvios-padréo e coeficientes
de variacdo de todas as varidveis foram calculados. Todas as analises estatisticas foram
realizadas atraves do programa STATISTICA 7.0 (StatSoft ®).

3.4 RESULTADOS
3.4.1 Afericbes climaticas

Para o presente estudo foi necessario o detalhamento climatico especifico das
fitofisionomias, por isso 0 uso da mensura¢do manual (aparelho Thal 300). As medidas
climéticas pontuais efetuadas pelo Thal 300 necessitaram contextualizagdo com medicGes
mais periddicas, aferidas rotineiramente no PEIB, fornecidas por seus gestores. Entretanto, as
medidas no PEIB, que se iniciaram em marco de 2011, sofreram falhas e foram interrompidas
em novembro de 2013. Como, as medidas com o Thal 300 foram realizadas entre julho de
2013 a maio de 2014, foi necessaria a busca de dados climaticos periddicos na estacdo
climatoldgica mais proxima, que foi a da Universidade Federal de Juiz de Fora. Assim, 0s
dados climaticos obtidos a partir de 2011, tanto da UFJF quanto do PEIB, permitiram
comparacdo e demonstraram maior amplitude de temperatura, umidade relativa do ar e
precipitacdo para o PEIB. Os dados pontuais obtidos pelo Thal 300, entre julho de 2013 e
maio de 2014 demonstraram amplitudes mais proximas as medidas fornecidas pelo PEIB,
como esperado. As medidas especificas das fitofisionomias (pelo Thal 300) se mostraram
relevantes pelo comportamento climatico coerente observado (Figuras 1 a 4).

De forma geral, comparando-se as condig8es climaticas registradas nas fitofisionomias

referentes a B e I, observou-se que somente a variavel radiacédo solar global apresentou media
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maior (54,72 %) e estatisticamente significativa na B. As varidveis temperatura e umidade
relativa do ar pouco se diferenciaram entre as duas fitofisionomias, ndo apresentando médias
estatisticamente significativas, com a primeira apenas 5,31 % maior na B e a segunda 9,26 %
maior no | (Figura 1 A-C; Tabela 1).

Ao se comparar as estacdes do ano quanto a radiacdo solar, a Unica estacdo em que nao
houve diferenca significativa entre B e | foi o verdo. Em todas as outras trés estacdes, a
radiacdo foi significativamente maior na B (Tabela 1).

Comparando-se as medidas aferidas pelo Thal 300 com as obtidas na estacdo
climatologica de Juiz de Fora, observamos que os valores referentes a radiacdo no | se
aproximaram aos de Juiz de Fora, mas os da B foram superiores. Em Juiz de Fora, no verdo,
comparando-se as demais estacdes, a radiacao foi mais intensa, com exce¢do do ano de 2011
em que maior intensidade de radiagdo foi observada no inverno. No PEIB, maior intensidade
da radiacéo foi observada no inicio da primavera na B e no outono no I. Adicionalmente, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa da radiacdo solar entre as duas fitofisionomias
(Figura 2).

Comparando-se os dados climéaticos obtidos através do Thal 300 com os dados
fornecidos pelo PEIB e pela estagdo climatolégica da Universidade Federal de Juiz de Fora,
guanto a temperatura e umidade relativa do ar, observam-se que os valores médios aferidos
pelo Thal 300, foram similares as medidas climaticas fornecidas pelo PEIB. Os valores
maximos e minimos da temperatura e da umidade relativa do ar no PEIB oscilaram muito
mais que em Juiz de Fora, onde foram mais constantes. Os valores obtidos pelo Thal 300
referentes a temperatura, foram mais préximos as temperaturas maximas no PEIB e os valores
referentes a umidade, foram mais proximos das minimas no PEIB (Figuras 3 e 4).

Dentre as quatro estacfes, as menores médias de umidade relativa do ar (37% na B e
39,23% no 1), registradas pelo Thal 300, foram observadas no veré&o.

Entre marco de 2011 a dezembro de 2013, a precipitacdo em Juiz de Fora foi similar a
do PEIB, com excec¢do do periodo entre novembro e dezembro de 2011, em que precipitagcdo
no PEIB foi mais elevada. Neste mesmo periodo, a precipitagdo também foi maior quando
comparada aos anos seguintes, contribuindo com anos de 2013 e 2014 mais secos no PEIB
(Figura 5).
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3.4.2 Descri¢do da morfologia externa e anatomia da lamina foliar
3.4.2.1 Hadrolaelia coccinea (Lindl.) Chiron & V. P. Castro

Folha ovada, eliptica ou oblonga, carnosa, coriacea, glabra, com nervagédo
paralelinérvea, séssil, cresce rente ao fordfito, nandfila (dimensdes 2,9-7,3 x 0,9-1,3 cm), com
base e pice arredondados, margem inteira e presenca de pequena bainha (Figura 7A-C).

Em seccdo transversal, a folha apresenta cuticula espessa em ambas as faces da
epiderme, sendo sempre mais espessa na face adaxial (Tabela 2, Figura 7D-E, G-H). A
epiderme é uniestratificada em ambas as faces (Figura 7E, G-H), com as células apresentando
espessamento das paredes periclinais na face adaxial (Figura 7D) e flanges cuticulares na face
abaxial (Figura 7F, H).

Estbmatos situam-se no mesmo nivel das demais células epidérmicas. As células-
guarda apresentam depdsito de cutina nas paredes, representados por deposito de cutina, em
contato com o ostiolo e a cdmara subestomatica (Figura 7H-1). Cristas estomaticas ocorrem
sobre o poro estomatico, formando uma camara supraestomatica (Figura 7H). Interna a
epiderme, ocorre uma hipoderme parenquimatosa, com algumas células de parede
esclerificada, com uma a duas camadas de células voltadas para a face adaxial e trés a quatro
camadas de células voltadas para a face abaxial (Figura 7D-E, J). Os espessamentos
esclerificados sdo em forma de “U” (Figura 7D) ou tendem a encobrir por completo algumas
células da hipoderme abaxial (Figura 7E). O mesofilo é dorsiventral, com parénquima
palicadico constituido por aproximadamente oito camadas de células e o parénquima lacunoso
por sete camadas de células (Figura 7J). Células esclerificadas de origem periciclica e
agrupamentos de fibras ocorrem associados ao floema dos feixes vasculares colaterais (Figura
7K), que estdo alinhados na regido central do mesofilo (Figura 7J), proximos ao parénquima
lacunoso e entremeados na hipoderme da face abaxial (Figura 7E, I).

A folha é hipoestomatica e, em vista frontal observam-se estdmatos tetraciticos ou,
raramente, anomociticos (Figura 7M). Em ambas as faces da folha, as células epidérmicas
apresentam formato poligonal, com parede anticlinal reta (Figura 7L-N). Na face abaxial
observam-se pontos entre as celulas, que representam as flanges cuticulares da parede

anticlinal (Figura 7N).
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3.4.2.2 Prosthechea pachysepala (Klotzsch) Chiron e V. P. Castro

Folha eliptica ou oblonga, coriacea, glabra, ereta, notofila (dimensbes 24 cm x 4,5
cm), com base levemente atenuada, apice agudo e levemente revoluto, margem inteira, com
coloragédo verde-escura e presenca de bainha. Apresenta duas a quatro folhas apicais, com
filotaxia oposta cruzada (Figura 8A-C).

Em seccdo transversal, a folha apresenta cuticula moderadamente espessa em ambas as
faces da epiderme com a espessura da cuticula da face adaxial sempre maior que a da face
abaxial. A epiderme é uniestratificada, com células mais altas na face adaxial (Tabela 3;
Figura 8D-E). Na regido da nervura central, interna & epiderme da face adaxial ha uma
hipoderme aquifera, constituida por células anticlinalmente alongadas que se conectam a
endoderme do feixe vascular colateral de maior calibre, seguida por um mesofilo homogéneo
(Figura 8F, K-L). Agrupamento de fibras ocorre associado ao floema dos feixes vasculares
colaterais de maior e menor calibres (Figura 8F-G) e isolado, na intersecdo da hipoderme e do
mesofilo préximo a face abaxial e no mesofilo proximo a face abaxial (Figura 8E-F).

A folha é hipoestomatica, e através de corte paradérmico observam-se estdmatos
tetraciticos ou, raramente, anomociticos (Figura 8J). Em ambas as faces da folha, as células
epidérmicas apresentam formato poligonal, com parede anticlinal reta a levemente ondulada
(Figura 8H-J). Cristais de flavonoides estdo presentes em abundancia em ambas as faces da

epiderme e por todo mesofilo (Figura 8D, I, K).

3.4.2.3 Pleurothallis rubens Lindl.

Folha eliptica-oblonga ou abovada, carnosa, mais ou menos coriacea, séssil, ereta,
microéfila (dimensbes 9-15 x 3-4 ¢cm), com base obtusa, apice arredondado, margem inteira,
com coloracéo verde-claro (Figura 9A-C).

Em seccdo transversal, a folha apresenta cuticula espessa em ambas as faces da
epiderme, sendo mais espessa na face adaxial (Tabela 4; Figura 9D-E). A epiderme ¢é
uniestratificada e apresenta, em ambas as faces, depressdes semelhantes a inser¢do de
tricomas (Figura 9F, H). Alguns estdbmatos estdo situados em um nivel abaixo das demais
células epidérmicas, apresentam camara subestomatica e celulas-guardas constituidas de
cristas estomaticas com formacdo de camara supraestomatica (Figura 9E, G). As células
guardas e as celulas subsidiarias apresentam refor¢o de cutina nas paredes voltadas para as
camaras supra e subestomatica (Figura 9E). Interna a epiderme, em ambas as faces, ocorre

uma hipoderme aquifera com células envoltas por barras de espessamento de natureza
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celulésica (Figura 9G-1). A hipoderme da face adaxial apresenta seis camadas de células com
formato alongado intercalado com células de formato arredondado e a hipoderme da face
abaxial € constituida por apenas uma camada de células alongadas (Figura 9H). Entre as
hipodermes h4 um mesofilo homogéneo, com células isodiamétricas (Figura 9F-H). Feixes
vasculares do tipo colateral e feixes vasculares menores encontram-se envoltos por células
esclerificadas e estdo alinhados na regido central do mesofilo (Figura 9G-H).

A folha é hipoestomatica, e através de corte paradérmico observam-se estdmatos
tetraciticos (Figura 9L). Em ambas as faces, as células epidérmicas apresentam formato
poligonal, com parede anticlinal reta (Figura 9J-L) e ocorrem cicatrizes, aparentemente

resultantes da presenca de tricomas (Figura 9K).

3.4.3 Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos foram positivos para ligninas, destacando-se grupos de fibras e
espessamentos secundarios das paredes de algumas células da hipoderme de H. coccinea com
floroglucinol acidificado (Figura 7E), e para as substancias lipofilicas, destacando-se a
cuticula com sudan 111 (Figuras 7 G-1 e 9D-E).

Confirmou-se, através da solubilidade em hidrdxido de sodio a 5% e da insolubilidade
em hidréxido de amonia, que as estruturas cristaliferas de P. pachysepala sdo cristais de

flavonoide, os quais apresentam-se distribuidos por toda a lamina foliar (Figura 8D, I, K).

3.4.4 Respostas bidtico-quantitativas

Comparando-se as respostas obtidas para H. coccinea, P. pachysepala e P. rubens na
B e no I, nas estacbes verdo e inverno, constatou-se que cada uma destas espécies
apresentaram estratégias diferenciadas quanto as variaveis morfoldgicas externas e internas,
fisiologicas e quimicas, ndo sendo possivel definir um padrdo de resposta comum as trés
espécies (Tabelas 2, 3 e 4).

Comparando-se a B e o | como uma analise geral, ou seja, considerando-se 0s valores
obtidos a partir das coletas de verdo e inverno, conjuntamente, H. coccinea e P. pachysepala
apresentaram respostas similares para as variaveis AFE, MEF, CAD, HAD, PP, MH e LT,
todas, com excecdo de AFE, com valores maiores e estatisticamente significativos na B.
Pleurothallis rubens ndo apresentou diferencas significativas para nenhuma varidvel analisada

entre Bel.
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Entre H. coccinea e P. pachysepala, respectivamente, a AFE foi significativamente
maior 43,42% e 43,04% no I; a MFE foi significativamente maior 71,43% e 50% na B; a
espessura da CAD foi significativamente maior 27,78% e 30,71% na B; a espessura da HAD
foi significativamente maior 31,13% e 29,09% na B; a espessura do PP foi 30,26% e a
espessura do MH foi 13,29% maiores na B e a espessura da LT foi significativamente maior
21,97% e 14,87% na B.

Hadrolaelia coccinea apresentou diferencas significativas, entre B e I, além das
anteriormente citadas, também para MS, HAB, ABE e CAB, sendo CAD, HAD, PP, ABE e
LT também significativamente diferentes nas duas estacbes. A varidvel AF apresentou
diferencas significativas somente no verdo. As variaveis contetdo de Cl a e CI t/carot
apresentaram diferencas significativas somente no inverno. Houve diferencas significativas
apenas nas estagdes verao e inverno para o contedo de Cl b (Tabela 2).

Prosthechea pachysepala apresentou diferencas significativas entre B e I, além das
anteriormente citadas, também para MS, TMS, CA, AF, DE e Carot, sendo que as variaveis
TMS, AFE, MEF, HAD e LT apresentaram diferencas significativas também nas duas
estacOes. A espessura da ADE apresentou diferenca significativa somente no verdo (Tabela
3).

Pleurothallis rubens apresentou diferencas significativas apenas no inverno para TMS,
AFE, MFE, ADE e DE (Tabela 4).

3.4.5 Producédo de metabolitos especiais

Dentre as diferentes substancias detectadas a partir das analises no sistema
cromatografico empregado, destacou-se o grupo quimico dos flavonoides em P. pachysepala
e P. rubens (Figuras 10 e 11). Hadrolaelia coccinea ndo apresentou perfil cromatografico
relevante em relacdo a substancias detectadas nas trés repeticdes dentre as fitofisionomias
comparadas.

Comparando-se os ambientes de B e |, desconsiderando-se as épocas de coleta, na B
foi encontrado maior teor de flavonoides, porém sem diferengas significativas para P.
pachysepala e P. rubens.

Comparando-se a sintese de flavonoides entre B e I, nas quatro estacdes analisadas,
diferencas significativas foram observadas apenas nas estagdes verdo e inverno, com maiores
producgdes no | e B, respectivamente, para P. pachysepala e o contrario para P. rubens (Tabela
5).
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A andlise dos espectros de RMN 1H e 13C, além das técnicas bidimensionais de
interacdo H-H e H-C permitem afirmar que o flavonoide isolado de P. pachysepala é uma
flavona C-glicosilada (dados ndo publicados) e que o mesmo corresponde a substancia

majoritaria detectada nesta planta por CLAE.

3.4.6 Indice de plasticidade fenotipica

Os resultados referentes ao célculo do indice de plasticidade fenotipica (IPF) para H.
coccinea, P. pachysepala e P. rubens indicaram que entre as trés espécies, a que apresentou
maior plasticidade fenotipica para os trés grupos de variaveis analisadas, morfoldgicas,
anatdmicas e fisiologicas, foi H. coccinea (IP=0,31), seguida de P. pachysepala (IP= 0,23) e
de P. rubens (IP = 0,14). O indice geral de plasticidade das trés espécies foi 0,22 (Tabela 6).

Em todas as espécies, as varidveis anatdbmicas foram as menos plasticas quando
comparadas aos outros grupos de variaveis. Para H. coccinea e P. rubens, tem-se: IPa < IP m
< IP f e para P. pachysepala tem-se: IPa < IP f< IP m.

Pleurothallis rubens foi a espécie que apresentou 0 maior nimero de variaveis nao
plasticas (com IP < 0,1), sendo elas: GS, HAD, MH, ABE, LT, Cl a e Cl t. Em seguida,
destacou-se P. pachysepala com as seguintes variaveis ndo plasticas: GS, ADE, ABE e ClI

t/carot. E H. coccinea apresentou como variaveis nao plasticas apenas ADE e DE.

3.5 DISCUSSAO

Dentre as trés variaveis climaticas analisadas, a radiacdo foi a que, possivelmente,
mais influenciou nas respostas adaptativas das trés espécies de orquideas nas fitofisionomias
correspondentes a B e ao I. Resultados semelhantes a este foram constatados em dois estudos
sobre efeito de borda e sua influéncia no microclima e nas caracteristicas morfoldgicas
externas, anatdbmicas e fisioldgicas das folhas de Psychotria vellosiana Benth. (Rubiaceae),
localizadas em uma floresta estacional semidecidual no Sul de Minas Gerais (MELO et al.,
2013) e de Polylepis cuadrijuga Bitter (Rosaceae), localizadas no Paramo de la Rusia na
Colombia (RAMOS et al., 2013). Nesses estudos, a umidade do ar ndo variou
significativamente entre as areas estudadas e a temperatura variou apenas no segundo
trabalho. Valladares et al. (2000), Kelly et al. (2009) e Mengarda et al. (2012) avaliaram a
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influéncia dos fatores ambientais nas respostas adaptativas das plantas e a luz foi o fator que
influenciou significativamente nessas respostas, resultados semelhantes ao do presente estudo.

Como resposta a fitofisionomia com maior intensidade luminosa, as trés espécies de
orquideas apresentaram maiores valores médios para CAD, ADE, PP, MH, CAB e LT na B.
Esse incremento no acimulo de tecidos foliares como uma resposta das plantas ao ambiente
com maior luminosidade foi comprovado nos estudos de Fermino Jr. et al. (2004), Lima Jr. et
al. (2006), Pereira et al. (2009), Craven et al. (2010) e Rossato e Kolb (2010).

No verdo, a auséncia de diferenca significativa na luminosidade entre as
fitofisionomias foi, possivelmente, devido ao fato de que nessa época, parte da vegetacdo
semideciduifélia das nanoflorestas (OLIVEIRA-FILHO, 2009) torna-se mais densa, com
possibilidades de aumento no sombreamento também na B, aproximando-se o nivel de
irradiancia entre os dois ambientes. Essa observagdo esta de acordo com um estudo sobre
fenologia de espécies arbdreas em floresta de planicie litoranea do Sudeste do Brasil, no qual
constatou-se que a producdo de folhas obteve valores maximos no periodo mais umido, entre
novembro e marco, acima de 80% das espécies (TALORA; MORELLATO, 2000).

Na primavera, os maiores valores médios de radiacdo obtidos podem ter relacdo com a
fenologia das espécies que, nessa época do ano, provavelmente, ainda ndo recuperaram por
completo a reposicdo das folhas perdidas na estacdo anterior e estdo investindo energia na
reproducdo, através da producdo de flores, que na maior parte das espécies arboreas de
formagdo secundaria da Floresta Atlantica ocorre no periodo de outubro a janeiro (REITZ et
al., 1978; LORENZI, 1992; CARVALHO, 1994; LORENZI, 1998; MANTOVANI et al.,
2003). Tais condi¢bes aumentam a possibilidade de menos folhas no dossel, contribuindo com
maior incidéncia de luz nestas fitofisionomias.

Registros realizados pela estacdo meteorolégica do PEIB, no ano de 2002, mostraram
que a média das temperaturas minimas foi 11,75°C e das méaximas foi 25,5°C (DIAS et al.,
2002), enquanto que as médias aferidas no periodo de 2011 a 2013, foram 13°C e 28°C,
respectivamente. De acordo com esses dados, ocorreu um aumento da temperatura média no
PEIB de aproximadamente de 1,25 a 2,5 graus em dez anos. Se esse aumento da temperatura
no PEIB for uma consequéncia do aquecimento global, o que demandaria um monitoramento
mais detalhado das condigBes climaticas por um periodo de tempo maior, a fauna e a flora
dessa unidade de conservacdo poderdo sofrer sérios riscos de sobrevivéncia, pois, segundo
Salis et al. (1995), espécies tipicas de areas mais elevadas da Floresta Atlantica da Regido
Sudeste do Brasil tenderiam a desaparecer como consequéncia das mudangas globais

referentes a elevagéo da temperatura.
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As menores médias de umidade relativa do ar (37% na B e 39,23% no 1), registradas
no verdo, pelo Thal 300, encontraram correspondéncia com as menores taxas pluviométricas
registradas pelo PEIB, entre novembro de 2013 a janeiro de 2014, em comparagdo ao ano
anterior. Considerando, que o clima caracteristico da regido do PEIB apresenta verdes amenos
e regimes de precipitagdo com ciclos bem definidos, com verdo chuvoso e inverno seco,
sendo junho, julho e agosto 0os meses mais secos e novembro, dezembro e janeiro os mais
chuvosos, com precipitacdes médias anuais de 1.395 mm (KOPPEN, 1948), no periodo de
realizacdo deste trabalho, ocorreu uma seca atipica no verdo, influenciando em maiores
médias para temperatura nessa estacdo, em relacdo as outras, e em médias muito baixas para
umidade relativa do ar, mesmo no 1.

Hadrolaelia coccinea e P. rubens apresentaram, de forma mais expressiva, caracteres
xeromorfos como uma resposta ao déficit hidrico associado ao hébito de vida epifitico
obrigatério (ZHANG et al., 2005; HAO et al., 2010; WATKINS; CARDELUS, 2012) em que
se encontravam nas fitofisionomias estudadas do PEIB. Os caracteres xeromorfos se
expressaram morfologicamente pelo tamanho reduzido das folhas, nanéfilas, em H. coccinea,
e microfilas, em P. rubens; pela suculéncia e pelos altos valores da espessura da lamina foliar
(Tabelas 2, 4). Em nivel anatémico, os caracteres xeromorfos de destaque foram a presenca de
cuticula espessa em ambas as faces da epiderme, estbmatos com camaras supraestomatica, e
em comum com P. pachysepala, apresentaram hipodermes, agrupamento de fibras no
mesofilo, e folha hipoestomatica, caracteristicas comuns as orquideas e/ou xerodfitas
investigadas nos trabalhos de Arditti (1992), Fahn e Cutler (1992), Scatena e Nunes (1996),
Oliveira e Sajo (1999a), Silva e Milaneze-Gutierre (2004), Smidt et al. (2013), Durmuskahya
et al. (2015) e Piazza et al. (2015).

A hipoderme de H. coccinea € esclerificada, enquanto nas outras duas espécies ela €
aquifera, e em P. rubens a hipoderme é constituida de células envoltas por barras de
espessamento de natureza celulésica. Dentre 0s caracteres vegetativos de maior importancia
taxonémica para as espécies de Pleurothalidinae, subtribo a qual pertence P. rubens, estdo o0s
idioblastos de paredes espessadas no mesofilo das folhas (PRIDGEON, 1982), os quais séo
amplamente observados em Orchidaceae (FOSTER, 1956; OLATUNJI; NENGIM, 1980;
FERREIRA, 1992; SCATENA; NUNES, 1996; GRAVENDEEL et al. 2014; STERN, 2014;
PIAZZA et al., 2015). Para as espécies de Pleurothallis, ¢ comum a diferenciagdo do tipo e da
composicdo quimica desses espessamentos, com possibilidades de serem utilizadas na
taxonomia do grupo. Em Pleurothallis smithiana Lindl., o parénquima do velame apresentou

idioblastos com espessamento de parede secundaria, representado por linhas largas
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(OLIVEIRA; SAJO, 1999b) e em Pleurothallis rupestris Lindl., o parénquima aquifero, que
conferiu aspecto suculento a folha, apresentou idioblastos com espessamentos helicoidais de
lignina (SCATENA; NUNES, 1996). Em contraposi¢do, em P. rubens néo foi identificado um
parénquima clorofiliano aquifero, mas sim uma hipoderme aquifera (pela auséncia de
cloroplastos nessa estrutura), com células constituidas de barras de espessamento de natureza
celulosica, uma vez que esse espessamento ndo reagiu positivamente ao teste histoquimico
com floroglucinol acidificado e, na dupla coloracdo, ndo corou com fucsina basica. Os
resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com aqueles observados nas orquideas
investigadas por Ferreira (1992) para o tipo de espessamento, que igualmente ndo foi
denominado helicoidal (porque os espessamentos ndo tém distribuicdo em espiral) e por
Pridgeon (1982), para natureza celulésica do espessamento. As possiveis funcdes exercidas
por esses espessamentos sdo a retencdo de agua e/ou o suporte mecanico do mesofilo,
evitando o colapso celular durante a dessecacdo (OLATUNJI; NENGIM, 1980; PRIDGEON,
1982; HOLTZMEIER et al. 1998).

Outra caracteristica de importancia taxondmica para Pleurothalidinae, observada em P.
rubens, foi a presenca de cicatrizes na superficie foliar (PRIDGEON, 1982), que podem
representar vestigios de tricomas efémeros (tm sua célula basal desprendida da epiderme na
folha jovem, permanecendo visivel na folha madura apenas uma ligeira descoloracdo),
semelhantes aos constatados por Pridgeon (1982), em folhas jovens de Pleurothallis
alexandrae Schltr., e por Piazza et al. (2015), em folhas jovens de Bulbophyllum secéo
Didactyle (Lindl.) Cogn. e Bulbophyllum se¢do Xiphizusa Rchb.f. A ocorréncia de tricomas
foliares para Orchidaceae foi verificada em algumas subtribos da subfamilia Epidendroideae,
como Pleurothalidinae (BENZING; PRIDGEON, 1981; 1982; 1983; SCATENA; NUNES,
1996; SILVA et al., 2006) e Dendrobiineae (MORRIS et al., 1996), e em alguns géneros,
como Maxillaria (HOLTZMEIER et al., 1998), Stanhopea (STERN; WHITTEN, 1999) e
Bulbophyllum (MOHANA RAO; KHASIM, 1987; SMIDT et al., 2013). Sua funcdo de
secrecéo foi sugerida por Pridgeon (1981) e Holtzmeier et al. (1998), sendo que Piazza et al.
(2015) confirmaram secrecdo de polissacarideos totais pelas células apicais. Sua presenca
somente na folha jovem e a queda na folha adulta, reforcam a funcéo adicional de protecao
contra a desidratagédo (FAHN, 1986; MAYEKISO et al., 2008; VENTRELLA; MARINHO,
2008).

Prosthechea pachysepala ndo é uma epifita obrigatoria (HIGGINS, 2003), o que,
provavelmente, contribuiu para expressdo mais sutil dos caracteres xeromorfos em relacéo as

espécies anteriores, evidenciados pelo desenvolvimento, por exemplo, de cuticulas
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moderadamente espessas, folhas notdfilas e mais delgadas. Por outro lado, essa espécie
apresentou agrupamento de fibras no mesofilo, semelhante as duas espécies supracitadas e
hipoderme aquifera como em P. rubens.

A presenga de parénquima esclerificado em P. pachysepala e em H. coccinea, é,
provavelmente, uma consequéncia relacionada ao habito de vida epifitico dessas espécies no
PEIB, devido a escassez de agua e de nutrientes (HANDRO, 1966; HARIDASSAN, 2000).
Nessas espécies, observa-se um investimento energético, na construcdo de uma parede
secundaria lignificada espessada, representado pela abundancia de grupos de fibras
distribuidos no mesofilo foliar e associados aos feixes vasculares das folhas, peculiaridades
que distinguem a maioria das Epidendroideae, subfamilia a que pertencem as orquideas
analisadas no presente estudo (PRIDGEON et al., 1999, 2005). O reforco de lignina contribui
para a manutencdo da estrutura foliar nos periodos de déficit hidrico (TURNER, 1994;
BOUDET, 1998), que em P. rubens foi possibilitado pela predominéncia do parénquima
aquifero que mantém a turgidez das células a partir do espessamento celulosico.

O reforco de lignina contribui também para uma tendéncia ao escleromorfismo.
Contudo, tomando-se por base o indice de esclerofilia adotado por Rizzini (1976), nenhuma
das espécies estudadas é considerada esclerdfila, sendo H. coccinea, dentre as trés, a que
apresentou maiores indices para essa caracteristica. Ao estudarem a anatomia foliar de quatro
espécies do género Cattleya Lindl., Zanenga-Godoy e Costa (2003) observaram feixes
vasculares colaterais, acompanhados por bainha de fibras e também relacionaram esse fato a
adaptacdo dessas plantas a economia de agua. A presenca de esclerénquima estd ainda
associada a conservacdo de nutrientes na planta, a prevencdo de danos, ao crescimento lento e
a longevidade das folhas (TURNER, 1994; CORNELISSEN et al., 2003; WYKA et al., 2007;
LAUGHLIN et al., 2012), o que também se observou para H. coccinea, com individuos no
PEIB que podem portar folhas produzidas ha mais de quinze anos (L. MENINI NETO,
comunicacdo pessoal).

Todas as espécies incluidas nesse estudo apresentaram folhas hipoestomaticas, uma
caracteristica vantajosa para o habito de vida epifitico das orquideas estudadas neste trabalho,
pois contribuem para diminuicdo das taxas de evapotranspiracdo, por estarem os estdmatos
mais protegidos na folha (DICKISON, 2000). Tanto na B como no I, as folhas das trés
espécies estudadas foram hipoestomaticas, associando esta caracteristica mais a um padrédo
geneticamente fixado, de valor taxonémico, do que a uma resposta ecoldgica. A mesma
observacao foi obtida para as microorquideas Ornithocephalus e Psygmorchis Dodson &

Dressler, em que o carater hipoestomatico encontrado foi considerado um fator endégeno das
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plantas, sendo, portanto, independente das condi¢fes ambientais a que elas estavam sujeitas
(COLLETA,; SILVA, 2008). A mudanca no posicionamento dos estbmatos entre as faces
foliares, em resposta a variacbes ambientais, parece ocorrer somente em espécies que
apresentam alta capacidade de adaptacdo, como observado em um estudo de ecoanatomia
foliar de especies arbdreas &rvores e arbustos dos distritos Chaquefios e Serranos da
Argentina, em que Lycium cestroides Schitdl. (Solanaceae) desenvolveu folhas
hipoestomaticas ou anfiestomaticas, como adaptacdo a ambiente temperado Uumido ou a
subtropical seco, respectivamente (ARAMBARRI et al., 2011).

Os estdmatos de Orchidaceae foram identificados como anomociticos, tetraciticos,
actinociticos, anisociticos, paraciticos ou ciclociticos (WILLIAMS, 1979; PRIDGEON, 1982;
RASMUSSEN, 1987; SCATENA; NUNES, 1996; ZANENGA-GODOY; COSTA, 2003;
SILVA et al. 2006; SEIXAS et al., 2012). Contudo, a condicdo tetracitica, encontrada no
presente trabalho, é padrdo para numerosas familias de monocotileddneas (APPEZZATO-
DA-GLORIA; CARMELO-GUERREIRO, 2003), sendo esse tipo de estdmato comumente
diagnosticado nas mais diversas orquideas estudadas por Moreira et al. (2013) e Smidt et al.
(2013), Gravendeel et al. (2014) e Piazza et al. (2015).

Observou-se, no presente trabalho, que a média de estdmatos encontrada nas folhas de
H. coccinea foi de 6,31; nas folhas de P. rubens foi de 2,74 e nas folhas de P. pachysepala foi
de 10,15. Entre as trés espécies, a média encontrada para P. rubens foi a mais baixa, o que
relaciona-se ao carater mais suculento de suas folhas, resultante da hipoderme aquifera
espessa que ocupou 76,45 % do limbo foliar. Esses resultados corroboram a densidade
estomatica comumente encontrada para espécies de Orchidaceae, em que o0 numero médio de
estdmatos por unidade de area (mm?) varia numa faixa de 2-17 (SINGH; SINGH, 1974), e
que, especificamente, as espécies xerdfitas suculentas possuem menos estbmatos por unidade
de area em relacdo as ndo suculentas (FAHN; CUTLER, 1992).

A suculéncia apresentada por algumas orquideas é comumente relacionada a
fotossintese CAM (metabolismo &cido das crassulaceas), como observado em espécies de
Bulbophyllum e Dendrobium (WITHNER et al., 1974). As epifitas H. coccinea e P. rubens
apresentaram graus de suculéncia 84,78% e 71,74% maiores em relacdo a P. pachysepala,
além de caracteres anatémicos foliares relacionados ao xerofitismo, como cuticulas e folhas
espessas e formacdo de cAmaras supraestomaticas, que auxiliam no aumento da resisténcia a
perda d’4gua pela via epidérmica (KRAMER; KOZLOWKSI, 1979; TURNER; KRAMER,
1980; SALISBURY, 1996; LARCHER, 2000).
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Apesar de, no presente estudo, ndo terem sido realizados estudos especificos para se
confirmar o tipo de fotossintese realizado por essas espécies, Widholzer e Oliveira (1994)
consideram H. coccinea uma orquidea do tipo CAM. Esse mecanismo fisiologico pode atuar
como uma via alternativa em periodos de déficit hidrico, levando em consideracdo ainda que,
entre 50 a 60% das Orchidaceae epifitas apresentam esse tipo de metabolismo (LARCHER,
2000), e nas florestas umidas, como é o caso das nanoflorestas nebulares do PEIB,
Orchidaceae possui um grande numero de géneros com representantes CAM (MEDINA,
1996). Por serem as plantas CAM especialmente adaptadas a ambientes aridos, essa suposicéo
encontra respaldo ainda no fato de que, além das epifitas viverem em condicGes
microclimaticas que muito facilmente tornam-se aridas (COUTINHO, 1964; LUTTGE,
1997), o PEIB, geralmente, apresenta temperaturas diurnas elevadas que declinam
bruscamente durante a noite, 0 que torna vantajosa a abertura dos estdmatos dessas espécies
no turno noturno, evitando o ressecamento foliar pelo excesso de perda de agua por
transpiracdo em periodos quentes do dia (GRAVENDEEL et al., 2004; LUTTGE, 2004;
SCATENA; SEGECIN, 2005).

Em resposta aos testes histoquimicos, a presenca de idioblastos contendo cristais de
flavonoides destacou-se em P. pachysepala. Estruturas muito similares a esses cristais foram
observadas na epiderme e no parénquima das folhas e na espata de Anthurium gracile (Rudge)
Lindl. e Anthurium minarum Mayo & Sakuragui (Araceae), sendo que testes histoquimicos
identificaram a diosmina, como o flavondide preponderante na composi¢cdo quimica desses
cristais (MANTOVANI et al., 2010). Apesar de ndo pertencerem a Orchidaceae, a
similaridade entre essas espécies e P. pachysepala, quanto a presenca dos cristais, demonstra
certa convergéncia evolutiva (indicando, por exemplo, alguma funcdo protetora desses
cristais), considerando, ainda, que A. minarum também ocorre no mesmo tipo de ambiente,
sendo, inclusive, uma espécie epifita facultativa nas nanoflorestas do PEIB. Oliveira-Pires et
al. (2003), estudando a anatomia das folhas e raizes de espécies de Prosthechea sp.
(Orchidaceae), citaram a presenga de estruturas cristalinas morfologicamente semelhantes as
que Mantovani et al. (2010) se referiram, denominando-as cristais de flavonoides.

No presente trabalho, o isolamento do flavonoide de P. pachysepala, permitiu a
identificacdo de uma flavona C-glicosilada (dados ndo publicados), ainda em fase de
elucidacdo estrutural. Esse procedimento permitiu a afirmacdo de que se trata de grupo
quimico flavonoidico, ja que apenas a anélise por CLAE com deteccdo por UV ndo permitiria
essa afirmacdo. Bhattacharyya et al. (2006) isolou vitexina, uma flavona C-glicosilada, do
extrato hidroalcoolico da orquidea Encyclia longifolia Schltr., encontrada em areas costeiras
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do leste do Brasil. Flavonoides pertencentes ao grupo das vitexinas sdo comumente
encontrados em Orchidaceae (WILLIAMS, 1979). A presenca desse flavonoide em P.
pachysepala, no presente estudo, foi supostamente relacionada a funcdo de defesa contra
herbivoria, o que corrobora um estudo de anatomia de folha e raiz de Prosthechea moojenii
(Pabst) W. E. Higgins e P. silvana Cath. & V. P. Castro (SEIXAS et al., 2012). Cristais de
flavonoides também apresentam importancia taxonémica e no estudo de Oliveira-Pires et al.
(2003), sua presenca/auséncia foi usada para separar 0s géneros, Encyclia e Prosthechea,
ambos pertencentes a subfamilia Epidendroideae, sendo sua presenca diagnosticada para
Prosthechea sp.

Comparando-se as respostas adaptativas das orquideas aos ambientes de B e |,
observaram-se, para a maioria das variaveis analisadas, respostas similares quanto as estacdes
e a analise geral (considerando-se os valores obtidos a partir das duas coletas). Dessa forma,
maior énfase foi dada na discussdo para as variaveis que encontraram-se nessa Ultima
situacao.

As respostas similares para H. coccinea e P. pachysepala quanto AFE, MFE, CAD,
HAD, PP, MH e LT demonstraram que, além dessas espécies compartilharem estratégias
ecoldgicas em comum, o que segundo Cornelissen et al. (2003) configura tipos funcionais
iguais, esses atributos foram mais eficientes para compreensdo das adaptacGes destas plantas
nos ambientes de estudo.

Os maiores valores (estatisticamente significativos) para as variaveis AF e AFE no
interior da floresta indicam que, em condic¢des de maior sombreamento, uma folha mais larga
confere maior eficiéncia na captacdo de fotons e, consequentemente, maior abastecimento de
energia luminosa para os processos fotossintéticos da planta (SOUZA; VALIO, 2003; DUZ et
al., 2004; ALERIC; KIRKMAN, 2005; LICHTENTALER et al, 2007; KELLY et al., 2009;
FINI et al., 2010). AEF representa a proporc¢éo entre a superficie de captura de luz construida
pela planta e o investimento por unidade de massa seca foliar, sendo essa relacdo dependente
do tamanho da folha (PAN et al.,, 2013). Dessa forma, maiores valores para AFE sdo
geralmente associados a uma alta taxa de crescimento relativo do vegetal (HUNT,;
CORNELISSEN, 1997), e quando acompanhados por menores espessuras da LT, como
ocorreu em P. pachysepala, sugerem estratégia de crescimento mais rapido, com menores
tempo de vida e alocacdo de tecido para adquirir energia em curto periodo de tempo,
favorecendo a herbivoria (REICH et al., 1997).

Em um estudo conduzido em Roma, sob condicBes climaticas tipicas do Mediterraneo,

em que se compararam as respostas adaptativas de folhas de trés espécies de arbustos de
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Cistus, que apresentavam dimorfismo foliar sazonal, maiores valores médios para AF e para
AFE foram constatados na estacdo chuvosa, correspondente ao inverno no mediterraneo
(CATONI et al., 2012). A maior disponibilidade hidrica contribui para maior expanséo foliar,
diminuindo a suscetibilidade de danos ao aparato fotossintético, decorrentes de processos de
evapotranspiragcdo mais intensos, com maior possibilidade de investimento na construgdo de
massa verde foliar (GRATANI; VARONE, 2004).

A MFE é uma variavel morfologica que pode representar o desenvolvimento de
esclerénquima e esta diretamente relacionada a maior disponibilidade de luz no ambiente de
crescimento e desenvolvimento das folhas (EVANS; POORTER, 2001; ARANDA et al.,
2004; VENEKLAAS; OUDEN, 2005; STERCK et al., 2006; SANCHES et al., 2009; LIMA
et al., 2010). Dessa forma, as alteracBGes estruturais foliares expressas por esse atributo —
maior massa seca e menor area foliar (Tabelas 2, 3 e 4), estdo entre 0s principais componentes
para se interpretar a aclimatacdo dos vegetais as condi¢fes de sol e sombra (ARANDA et al.,
2004; FENG et al., 2004). Como o esclerénquima exerce a funcdo principal de suporte aos
outros tecidos foliares, prevenindo-os de possiveis danos causados por colapso celular devido
a dessecacdo que as plantas expostas a maior aridez enfrentam (METCALFE; CHALK,
1979), a tendéncia € que esses tecidos sejam sintetizados em maior quantidade em ambientes
sujeitos a maior radiacdo, como na B. Alto valor de MFE (expresso pelo MS/AF) ocorreu em
consequéncia da diminuicdo da AF e aumento da LT no ambiente de B. Essa estratégia foi
adotada para se aumentar a quantidade e a eficiéncia do aparato fotossintético por unidade de
area, representado pelos mais espessos PP em H. coccinea e MH em P. pachysepala, também
na B, através de melhor regulacdo da difusdo luminosa e gasosa dentro da folha (DICKISON,
2000; POORTER, 2001; ARANDA et al., 2004; TERASHIMA et al., 2006; ROSSATTO;
KOLB, 2010).

A maior quantidade de lignina em H. coccinea, na B, é uma consequéncia dos maiores
valores para HAD e HAB neste ambiente, jd que a hipoderme é esclerificada em ambas as
faces. O desenvolvimento de uma hipoderme mais espessa, nesse caso, além de conferir maior
sustentacdo a folha, possivelmente, esteja relacionada a maior protecdo ao clorénquima contra
a foto-oxidacao das clorofilas, por causa da radiacdo solar mais intensa.

A hipoderme de P. pachysepala, que ¢é aquifera, teve seu maior desenvolvimento na B,
pois a probabilidade de sofrer dessecacdo nesse ambiente, devido & maior radiacao, é elevada,
sendo o acumulo de agua nas folhas vantajoso nesse local. As epifitas sdo dependentes de
chuvas esporadicas para o suprimento hidrico em seu habitat natural, de modo que, para

sobreviverem ao estresse dos periodos secos, desenvolvem geralmente um parénquima
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aquifero (ABRAHAN; VATSALA, 1981; FERREIRA et al., 1994), que, por sua vez, também
pode-se relacionar ao metabolismo do tipo CAM, conferindo um local especifico para
armazenar o acido malico que é produzido durante a noite, sem alterar o pH das células
(WIDHOLZER; OLIVEIRA, 1994; LUTTGE, 2004). A hipoderme de H. coccinea é
esclerificada, porém essa espécie apresenta mesofilo de grande proporcdo. Dessa forma, as
espeécies estudadas apresentam estratégias diferenciadas quanto a sustentacdo, com relevancia
de parénquima esclerificado, em H. coccinea, parénquima armazenador de agua, em P.
pachysepala e espessamentos celuldsicos nos idioblastos de P. rubens.

Cuticula mais espessa nas folhas das plantas de H. coccinea e P. pachysepala
localizadas na B esta relacionada a fotoprotecdo e, devido a sua natureza lipidica, contribuiu
adicionalmente para minimizar a perda excessiva de agua por transpiracdo, representando
uma barreira hidrofébica, como um importante mecanismo de tolerancia ao déficit hidrico,
mais propicio em ambientes com maior radiacdo (METCALFE; CHALK, 1979; CUTTER,
1987; MAUSETH, 1988; FAHN; CUTLER, 1992; FAHMY, 1997; LARCHER, 2000;
HLWATIKA; BHAT, 2002; CASTRO et al., 2009).

As varidveis anatbmicas CAD, HAD, PP, ABE e LT podem ser consideradas mais
representativas quanto a adaptacdo de H. coccinea nos ambientes de estudo, pois, quando
comparadas, variaram, igualmente, nas duas estac@es e reforcaram o mesmo resultado quanto
a analise conjunta.

Em H. coccinea, as maiores espessuras do PP e da ABE, nas folhas da borda,
refletiram em maior espessura da LT. As médias das espessuras da LT, encontradas para H.
coccinea e P. rubens, foram similares entre si e superiores a LT de P. pachysepala e de outras
plantas xerofilas, que variaram, em média, entre 0,273 a 0,578 mm (SOBRADO; MEDINA,
1980; MEDINA et al., 1990; TURNER et al., 1995). Em ambientes sujeitos a maior radiacéo,
como a B, o incremento de PP indica maior investimento na construcdo de tecidos
fotossintetizantes, o que contribui para maior eficiéncia fotossintética pela capacidade de
fixagdo de maior quantidade de CO, (CASTRO et al., 2009), aumentando as chances de
sobrevivéncia e reproducéo da planta.

Células epidérmicas maiores, como as encontradas para H. coccinea na B, podem se
relacionar a diversas fungdes como armazenamento de dgua, acimulo de ions e pigmentos,
melhor direcionamento da luz para o interior da folha e, consequentemente, contribuir para o
aumento da capacidade fotossintética (SEVGI et al., 2012). O maior tamanho das células
epidérmicas da face abaxial, que esta em contato com o fordfito e mais sombreada que a face

adaxial, parece estar relacionado a um maior armazenamento de agua em comparagdo com as
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células epidérmicas da outra face, que, por sua vez, estdo sujeitas & maiores radiacéo e perda
de agua. A maior estocagem de agua pelas células epidérmicas da face abaxial torna-se
vantajosa para a manutencao da temperatura foliar e da eficiéncia da fotossintese.

No estudo que analisou a variabilidade ambiental e as respostas fisioldgicas de P.
cuadrijuga em um ambiente fragmentado no Paramo de la Rusia na Colombia (RAMOS et
al., 2013), similarmente ao constatado neste trabalho para H. coccinea e P. pachysepala, na B,
as folhas apresentaram maior espessura e menor AFE, embora as quantidades de clorofilas
n&o se diferenciaram em relacdo ao | para P. pachysepala e P. rubens.

Geralmente, folhas sombreadas, como as do I, possuem maiores teores de clorofila do
que folhas que crescem a pleno sol (GONCALVES et al.,, 2001; LICHTENTHALER,;
BUSCHMANN, 2001; ALVARENGA et al. 2003; REGO; POSSAMAI, 2006;
MARTINAZZO et al., 2007). Em concordancia ao encontrado na presente pesquisa para H.
coccinea, um estudo sobre o efeito do ambiente de luz nas concentragbes dos pigmentos
fotossintéticos das espécies Swietenia macrophylla King (Meliaceae) e Dipteryx odorata
(Aubl.) Willd. (Fabaceae) constatou que maiores teores de clorofilas (a, b e total) foram
produzidos em local mais sombreado (GONCALVES et al., 2001). A clorofila b tem a funcao
de absorver a luz em comprimentos de onda mais longos, tipicos de ambientes sombreados
(TAIZ; ZEIGER, 2009). Por sua vez, a clorofila a recebe energia luminosa da clorofila b e
atua nas reacdes fotoquimicas da fotossintese, maximizando a eficiéncia no uso da luz,
facilitando o mecanismo de adaptacdo a condi¢do de menor intensidade luminosa (SCALON
et al., 2002). As clorofilas a e b absorvem energia luminosa em comprimentos de onda
diferentes, embora atuem conjuntamente (GONCALVES et al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2009).
Dessa forma, uma planta com concentracdes elevadas de clorofilas é capaz de atingir taxas
fotossintéticas mais altas, pelo seu maior potencial de captacdo de quanta por unidade de
tempo, como um mecanismo compensatério a menor quantidade de luz em ambientes menos
iluminados (REGO; POSSAMAI, 2006; MARTINAZZO et al., 2007).

Em ambiente mais luminoso, como na B, as clorofilas possuem a tendéncia de
sofrerem mais foto-oxidacdo e, consequentemente, serem degradadas, em um ritmo
geralmente superior a sua sintese (STREIT et al., 2005). Os carotenoides, por sua vez, agem
em conjunto com as clorofilas, prevenindo os processos de foto-oxidacdo das mesmas (TAIZ;
ZEIGER, 2009), e sua maior producdo encontrada no | para P. pachysepala acompanhou a
maior sintese de clorofilas também nesse ambiente, possivelmente como um fator de

prevencdo a sua degradacéo.
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Para P. pachysepala, foi encontrado maior TMS na B em ambas as estagbes e na
analise conjunta, conforme ja discutido para esclerificagdo encontrada por MFE. Em
contrapartida, o maior TMS para P. rubens foi encontrado no I, no inverno, o0 que apresenta
relacdo com GS, que foi ndo significativo e menor nesse ambiente. A relagéo entre TMS e GS
foi observada em gramineas, onde folhas mais suculentas apresentaram menor TMS quando
cultivadas em ambiente de sombra (ERIKSEN; WHITNEY, 1981; SMITH; WHITEMAN,
1983; SAMARAKOON et al., 1990; CARVALHO et al., 1995).

Maior DE para as folhas de P. rubens no | no verdo, é um resultado atipico para
ambientes sombreados de matas, pois os maiores valores de DE normalmente sdo encontrados
em condi¢Bes de maior incidéncia luminosa (ALLARD et al., 1991; ABRANS et al., 1992;
CASTRO et al., 1998; CAO, 2000; DUZ et al., 2004; FERMINO JR. et al., 2004), como
encontrado para P. pachysepala, conferindo maior controle sobre a transpiragdo devido a
reducdo na perda de &gua, com abertura e fechamento mais rapidos dos estdmatos em
condicbes mais favoraveis (ROCAS et al., 2001). Porém, é importante considerar que a DE é
um parametro que pode ser taxondmico, podendo variar com a idade da planta
(RICHARDSON et al., 2000) e/ou com as condi¢cdes ambientais (CASTRO et al., 2009).
Esse resultado para DE em P. rubens, pode ser compreendido se considerarmos que as folhas
dessa espécie epifitica no interior da floresta estavam sujeitas aos sunflecks, pequenas
aberturas na estrutura do dossel da floresta por onde passa a luz (PEARCY; WAY, 2012;
WAY; PEARCY, 2012; SMITH; BERRY, 2013), pelo fato de terem a estratégia de buscar
uma maior exposicdo a luz, habitando, preferencialmente, maiores alturas nos troncos das
arvores (FURTADO; MENINI NETO, 2015), em comparacao as outras espécies de orquideas
estudadas.

Os sunflecks podem causar danos de superaquecimento em uma folha, embora esse
processo possa ser reversivel pela reducdo na quantidade de energia luminosa que atinge a
folha em resposta ao angulo foliar, principalmente durante periodos de fluxos de maior
densidade de luz e temperatura do ar (MEDINA et al., 1978; LARCHER, 2000) e/ou através
de uma condutancia estomatica mais eficiente, atuando de forma mais eficaz contra perda
excessiva de agua e no controle da temperatura foliar (SCHYMANSKI et al., 2013). Tais
situagbes foram observadas nesse estudo, uma vez que as folhas de P. rubens também
apresentam orientacdo em angulos de aproximadamente 90° em relagdo aos galhos. Outro
fator que pode ter contribuido para essa resposta, com o aumento da radiacdo nos galhos das
arvores habitados por P. rubens no I, foi o regime de renovacédo das folhas, que pode ocorrer

nas nanoflorestas, uma vez que cerca de 30% da massa foliar € liberada na estacdo seca e ou
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fria (OLIVEIRA-FILHO, 2009). Essa mesma observacao, referente a transmissao de radiagdo
solar durante o inverno pelo ambiente de mata, condicionada pelo aspecto semideciduo da
vegetacdo arbdrea, cuja perda de parte das folhas no periodo mais seco e mais frio do ano
diminui sensivelmente a cobertura proporcionada pelo dossel, permitindo que uma maior
quantidade de radiacdo solar penetre no I, foi feita por Cestaro (1988), Schumacher (1992) e
Hernandes et al. (2004).

O sistema cromatografico empregado no presente trabalho indicou relevancia de
flavonoides dentre as principais substancias detectadas nos extratos das folhas de P.
pachysepala e P. rubens. Orquidaceas da Regido Neotropical, como as investigadas no
presente estudo, geralmente, sdo quimicamente caracterizadas por apresentarem quantidades
relevantes de flavonoides (PRIDGEON et al., 1999, 2001, 2003, 2006, 2009; CARRERA et
al., 2014). E possivel, ainda, que os flavonoides sejam produzidos em todos os 6rgdos da
planta (KOES; QUATTROCCHIO, 1994), conforme relatado para Prosthechea sp. por Pabst
et al. (1981) e Higgins (1997).

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas qualitativas quanto aos perfis
cromatograficos obtidos. Dessa forma, optou-se, primordialmente, pela anélise quantitativa
dessas substancias, uma vez que diferencas quantitativas no perfil flavonoidico podem
representar categorias de variagcOes intraespecificas tdo importantes quanto as diferencas
gualitativas (BOHM, 1987).

Os flavonoides sd@o um dos grupos de substancias fendlicas mais encontradas no reino
vegetal (ZUANAZZI, 2004), podendo apresentar protecdo a planta contra fatores biodticos
(herbivoros, patdgenos) e abidticos (radiacdo UV, aquecimento) (HANLEY; LAMONT,
2002; AMARAL et al., 2004; MIERZIAK et al., 2014), sendo, frequentemente, citados na
literatura devido a acdo antioxidante e aos beneficios proporcionados a saude humana
(ANDROUTSOPQOULOS et al., 2010; LISA et al., 2010).

No presente trabalho, comparando-se B e I, como uma analise geral, ou seja,
aumentando-se 0 n amostral, considerando-se os valores obtidos a partir das coletas de todas
as estacOes conjuntamente, os maiores valores médios das quantidades de flavonoides
encontrados na B, ambiente mais luminoso, para P. pachysepala e P. rubens, indicam sua
funcéo fotoprotetora. De acordo com Xie et al. (2011) e Kanazawa et al. (2012), a sintese de
flavonoides aumenta consideravelmente em resposta ao aumento da radiagdo UV, como um
mecanismo de resposta priméria das plantas as condigdes de estresse, seguidos,
posteriormente, por outros mecanismos relacionados a estrutura do vegetal, como a

lignificacdo, por exemplo (JANSEN et al., 1998). A biossintese de lignina é estimulada por
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diversos estresses abioticos e bioticos, podendo ser um importante mecanismo que contribui
na resisténcia a estes processos (MOURA et al., 2010).

Ao mesmo tempo em que a producéo dos flavonoides é controlada por enzimas da rota
biossintética dos arilpropandides (fenilalanina amonia-liase e chalcona sintase, dentre outras),
que possuem sua expressdo génica induzida pela luz (BHARTI; KHURANA, 1997),
flavonoides acumulados nos tecidos superficiais do vegetal (tais como epiderme,
subepiderme, tricomas, cuticula e material epicuticular) sdo utilizados pela planta como
filtros, absorvendo radiacdo UV-B sem alterar a radiagdo fotossinteticamente ativa (BIEZA,
LOIS, 2001).

Para P. pachysepala, maiores teores de flavonoides produzidos no verdo, no I, e no
inverno, na B, provavelmente estejam relacionados a defesa constitutiva dessa espécie, ou
seja, defesa que esta presente na planta sem que qualquer problema tenha se apresentado
(KARBAN; BALDWIN, 1997; WAR et al.,, 2012). Dessa forma, conjectura-se que esses
flavonoides se acumulam proporcionalmente ao desenvolvimento da area foliar, que foi
significativamente maior no verdo, no I, e apresentou maior média, no inverno, na B. Além
disso, provavelmente, esses flavonoides, que se apresentam na forma de cristais, vao se
acumulando, ao longo do desenvolvimento lento das folhas de P. pachysepala, contribuindo
para maior protecdo a planta. McKey (1979) considera que a velocidade de expansdo foliar
possui relacdo com o teor de defesas encontrado nas folhas, possivelmente, por que o
investimento em metabolismo especial pode ser menor em plantas com expanséo foliar rapida
(RHOADES; CATES, 1976), a0 passo que ramos que crescem mais lentamente tendem a
possuir maiores quantidades de defesas quimicas (REHR et al., 1973; ORIANS; JANZEN,
1974).

Os processos de herbivoria também podem promover diversificacdo na producao de
substancias quimicas de defesa nas plantas, eficientes contra o ataque de patégenos, como
flavonas, flavonois e flavanonas, conforme ocorreu com folhas atacadas de Lonchocarpus
muehlbergianus Hassl (Fabaceae) (OLIVEIRA et al., 2006). Corroborando esses resultados,
Soares et al. (2000), verificaram que folhas sadias e folhas atacadas de Rollinia laurifolia
Schdtl. (Annonaceae), apresentavam perfis flavonicos distintos, mostrando que as amostras
herbivoradas possuiam maior diversificacdo de metabdlitos secundéarios, indicando resposta
gualitativa. Contudo, no presente trabalho, nos 24 perfis cromatograficos analisados (oriundos
das analises nas quatro estacdes do ano, em dois ambientes, com trés repeticdes) foram
detectados sempre dois flavonoides para P. pachysepala e apenas um flavonoide para P.
rubens, demonstrando estabilidade qualitativa.
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Prosthechea pachysepala apresentou maior quantidade de flavonoides nas plantas da
B apenas no inverno, o que corrobora um estudo realizado no Sul do Brasil, cujo objetivo foi
detectar e comparar as taxas de herbivoria em diferentes areas de Floresta Ombrofila Densa
decorrentes do efeito de borda, comprovando-se que a maioria das areas de B sdo mais
susceptiveis a ataques por insetos herbivoros quando comparadas aos ambientes de | (FLOR
et al., 2015). A regido de B é mais exposta e mais sujeita as perturbacGes externas, e pode
apresentar alteracfes em seu microclima, ocasionando algum tipo de estresse para as plantas
(MURCIA, 1995), o que influenciaria na variacdo da sintese de flavonoides (TREUTTER,
2006). No verdo, estacdo mais chuvosa e quente do ano, possivelmente, a maior quantidade de
flavonoides encontrada no I, foi consequéncia do maior desenvolvimento da area foliar,
atuando como uma defesa constitutiva (SILVA et al., 2011).

Maior quantidade relativa de flavonoides para P. pachysepala e P. rubens, quanto a
andlise geral, foi identificada na B, o que pode ser caracterizado como uma resposta
fotoprotetora. E amplamente conhecido para esse grupo quimico as acdes antioxidante e
fotoprotetora, como relatado nos trabalhos de Ropke et al. (2003), Said et al. (2007) e Hengari
et al. (2014). Os resultados do presente trabalho corroboram uma pesquisa que quantificou
sazonalmente a producédo dos flavonoides C-glicosilados (isoorientina e isovitexina), flavonas
obtidas das folhas de Cecropia glaziovii Sneth (Urticaceae) em um periodo de dois anos.
Nesta pesquisa, constatou-se que os dois flavonoides C-glicosilados apresentaram uma
quantidade maxima de producdo nas estacfes mais quentes e com fotoperiodos mais longos:
primavera e verdo (novembro a margo), o que foi atribuido a atividade fotoprotetora dos
mesmos, como defesa ao vegetal (COSTA et al. 2014).

A maior quantidade relativa de flavonoides detectada para P. rubens, na B, no verdo, e
no interior, no inverno, pode ser interpretada como uma resposta fotoprotetora dessas
substancias, pois no verdo o valor médio da luminosidade foi maior na B e, no inverno, apesar
de a maior luminosidade também ter sido encontrada na B, foi observado o habito de P.
rubens de se desenvolver nas copas das arvores no |, possibilitando o efeito dos sunflecks, o
que foi corroborado pelos aspectos anatdmicos. Essa estratégia ndo foi observada na B, ou
seja, as plantas localizadas em estratos mais baixos das arvores, receberam sombreamento
adicional proveniente dos troncos, quando no inverno foi observada escassez de dossel foliar
devido ao habito subcaducifélio da floresta estudada. Tal observagdo reforca a atividade
fotoproterora desses metabdlitos, pela acdo de absorver e/ou dissipar a energia solar,
reduzindo assim, os danos aos tecidos mais internos causados pela radiacdo UV-B,

consideracOes que estdo de acordo com os estudos realizados, quanto a sintese de flavonoides
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em resposta a luminosidade por Evans (1991), Vitti e Brito (1999), Larcher (2000), Calixto
(2001) e Gouinguené e Turlings (2002).

E amplamente sabido que alguns tracos morfoanatdmicos foliares desempenham
funcéo de fotoprotecéo a planta em associagdo com maior acimulo de metabdlitos especiais, a
exemplo da producéo de flavonoides (MARGARIS, 1981). Em ambientes sujeitos & maior
radiacdo, com a probabilidade de perder mais agua, pode ocorrer desenvolvimento de
camadas mais espessas de cuticulas e de ceras epicuticulares (LEON; BUKOVAC, 1978;
LIAKOURA et al., 1999, RICHARDSON; BERLYN, 2002), além de também ocorrer maior
quantidade de esclerénquima, para sustentacdo da folha e prevencdo quanto ao murchamento,
respostas observadas para P. rubens, considerando os maiores valores para TMS e MFE no I,
no inverno.

As duas espécies de orquideas apresentaram mecanismos de defesa quimica
diferenciados quanto ao ambiente e a estagdo do ano. Em P. pachysepala, a producao
diferenciada de flavonoides, entre as duas estacdes, pode estar relacionada a defesa
constitutiva cumulativa, corroborada pelo acumulo de cristais diagnosticado pelos testes
histoquimicos. Ja em P. rubens, a producdo diferenciada do flavonoide foi uma resposta
fotoprotetora, conforme a comprovacdo de seu maior teor em ambientes/estacdo do ano
sujeitos a maior radiacao.

O indice de plasticidade fenotipica (IPF) é um bom preditor de como as espécies
encontram-se adaptadas a um determinado local (BALAGUER et al., 2001; VALLADARES
et al., 2000, 2005) e, neste trabalho, auxiliou na analise de como as trés orquideas estdo
adaptadas as duas fitofisionomias e as suas peculiaridades quanto as condi¢des climaticas.

Dentre os trés grupos de variaveis, morfologico, anatbmico e fisiolégico, o0 menor IPF
foi constatado para a média das variaveis anatbmicas nas trés espécies, portanto as diferencas
anatdmicas nas folhas das orquideas, entre os ambientes, foram menores do que 0s outros
grupos de variaveis, demonstrando ser pequena a variagdo nos atributos foliares anatémicos
dessas espécies na borda e no interior de floresta. Estudos de adaptacdo das espécies aos
ambientes que consideram o célculo do IPF séo recentes e ainda escassos; dentre eles, citam-
se os de Catoni et al. (2012, 2015). No primeiro trabalho, ao analisar a adaptagdo de trés
espécies de Cistus (Cistaceae) em condi¢Ges ambientais tipicas do mediterrdneo, observou-se
gue o IPF para as variaveis anatbmicas (Pl a) foram menores, seguidos pelas variaveis
morfolégicas e fisioldgicas, apresentando semelhanca ao presente trabalho também em
relacdo aos valores das médias de plasticidade para cada grupo de variaveis, com Pl m = 0,21;
Pl a=0,13 e PI f = 0,38. No segundo trabalho, os autores verificaram o IPF de Corylus
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avellana var. macrotruncus Zernov (Betulaceae) em ambientes de sombra e sol de uma
floresta decidua de Siro Negri, uma reserva natural da Italia, e constataram para esse indice o
valor de 0,33, ou seja, muito parecido com o de H. coccinea (0,31). Com base no resultado
para C. avellana, os autores consideraram que essa espécie apresentou alta plasticidade e,
portanto, maior capacidade de distribuicdo geografica. De acordo com a metodologia adotada
no presente trabalho, esse valor para IPF ndo indicaria uma plasticidade muito alta para C.
avellana.

Na literatura, ¢ amplamente difundido que espécies diferentes apresentam amplitudes
de plasticidade fenotipica diferenciadas (SULTAN, 1995, 2003; SCHLICHTING, 1986),
conforme observado ocorrido nas orquideas estudadas nesse trabalho, uma vez que o fenétipo
¢ moldado pela associacdo das condigdes ambientais com o genétipo (SCHLICHTING,
2002), que é Unica em cada espécie.

A maior média de plasticidade fenotipica das varidveis fisiologicas, como foi
encontrada para H. coccinea e P. rubens, demonstra potencial das espécies para colonizacdo
de areas abertas (NIINEMETS; VALLADARES, 2004) ou em estagios iniciais de sucessao
(WALTERS; REICH, 1999), pois se relaciona a maiores possibilidade de ajuste instantaneo
das trocas gasosas frente aos fatores estressantes (ZUNZUNEGUI et al., 2011). J& a maior
média para plasticidade das variaveis morfolégicas, ocorrida em P. pachysepala, confere um
aumento da capacidade da planta de sobreviver e crescer em ambientes de interior de floresta
(VALLADARES et al., 2002), pois esse tipo de plasticidade faz parte do mecanismo de
aquisicdo de recompensas (exemplo: ampla area foliar) em ambientes de baixa luminosidade
(NAVAS; GARNIER, 2002; HERR-TUROFF; ZEDLER, 2007).

Entre as trés espécies, a que apresentou menor plasticidade fenotipica para os trés
grupos de variaveis analisadas (anatdmicas, morfoldgicas e fisioldgicas) foi P. rubens, com
sete varidveis consideradas ndo pléasticas (IP < 0,1) contra trés em H. coccinea e quatro em P.
pachysepala, caracterizando-a, dentro desse grupo de espécies de orquideas, como a mais
seletiva quanto as condigdes climéticas para adaptacdo. Hadrolaelia coccinea foi a espécie de
maior IPF, mostrando-se com maiores chances de sobrevivéncia as oscilagdes ambientais que
as demais, o0 que possibilita distribuicio  geografica mais  abrangente
(SOOLANAYAKANAHALLY et al., 2009). Esta é uma constatacdo bastante relevante, uma
vez que funcionarios e guias do Parque do Ibitipoca relataram que essa espécie sofreu com a
coleta predatéria exercida pelos visitantes, tendo seu numero reduzido visivelmente nos
ultimos anos, em virtude de seu alto potencial ornamental e pequeno tamanho, o que facilita

sua retirada do local (MENINI NETO et al., 2007). O sucesso de espécies de maior
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plasticidade fenotipica deve-se ao fato de que, ao longo do tempo, nos ambientes adversos, 0s
gendtipos e/ou espécimes mais bem adaptados a situacOes estressantes, sdo constantemente
selecionados (KNUTZEN et al., 2015).

3. 6 CONSIDERACOES

As diferencas foliares observadas nas orquideas H. coccinea, P. pachysepala e P.
rubens no presente estudo, em resposta a cada fitofisionomia e estacdo do ano, apresentaram
plasticidade morfoldgica, anatbmica, fisiolégica e quimica diferenciadas para as trés especies,
comprovando que elas possuem diferentes amplitudes de respostas fenotipicas quanto a
adaptabilidade as condi¢bes ambientais decorrentes do processo de fragmentacdo nas
nanoflorestas do PEIB.

Este trabalho gerou contribuicBes para a compreensdo da ecologia quimica dessas
orquideas do PEIB, uma vez que ndo ha pesquisas relacionadas a influéncia das condicGes
ambientais peculiares das fitofisionomias estudadas sobre a producdo de metabolitos
secundarios pelas espécies vegetais investigadas, sobretudo quanto a producéo de flavonoides.
Dessa forma, o presente estudo abre novos caminhos para pesquisas voltadas a associacdo da
morfoanatomia a quimica, uma vez que as diferencas observadas nos teores relativos de
flavonoides detectados possibilitaram uma analise conjunta da dindmica da produtividade de
metabolitos especiais com a adaptabilidade dessas espécies quanto ao seu metabolismo

primario.
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Figura 1. A-C. CondicGes climaticas do Parque Estadual do Ibitipoca, relativas a radiacdo solar global ou luminosidade, temperatura e umidade,
respectivamente, aferidas em quatro estagdes do ano, durante o periodo de julho de 2013 a maio de 2014. B=borda e | = interior de mata

Tabela 1- Valores médios, respectivos desvios-padréo (entre parénteses) e coeficientes de variagdo das varidveis ambientais, luminosidade (LUM - pmmol. m’
2 s, temperatura (TEMP - °C) e umidade relativa do ar (UMID - % RH) (n=3), nas fitofisionomias, borda (B) e interior de mata (1), nas estacdes verao,
outono, inverno e primavera. Letras diferentes para cada estacdo e para a mesma variavel por linha significam que os valores sdo estatisticamente

significativos (p< 0,05)
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Figura 2. Comparacdo da radiacdo solar global entre Juiz de Fora e os locais de estudo no Parque
Estadual do Ibitipoca, borda (B) e interior de floresta (1) entre julho de 2013 a maio de 2014
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Figura 5. Comparacdo da pluviosidade entre Juiz de Fora e o Parque Estadual do Ibitipoca no periodo
de marco de 2011 a dezembro de 2013
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Figura 6. Fitofisionomias estudadas no Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB). A e B. Aspecto geral da borda (B). C ¢ D. Aspecto geral do interior
() de nanofloresta nebular
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Figura 7. Hadrolaelia coccinea (Lindl.) Chiron. A. Aspecto geral. B. Borda. C. Interior da mata. D, F, J e K.
Cortes transversais da lamina foliar corados com azul de astra e fucsina basica. F. Corte transversal da lamina
foliar mostrando resultado de teste histoquimico com floroglucinol. G-1. Cortes transversais da lamina foliar
mostrando cuticula destacada por Sudan Ill. K. Detalhe do feixe vascular. L e M. Face adaxial (L) e abaxial
(M) da lamina foliar em vista paradérmica, corados com fucsina béasica. EAD= face adaxial da epiderme;
HAD= hipoderme da face adaxial; PP= parénquima pali¢adico; PL= parénquima lacunoso; HAB= hipoderme
da face abaxial; EAB= face abaxial da epiderme; Fv= Feixe vascular X= xilema; F= floema; Fi = fibras; seta
preta= cuticula; cabeca de seta preta= célula esclerificada de origem periciclica; seta branca= flanges
cuticulares da parede anticlinal; cabeca de seta branca= espessamento esclerificado; *= depdsito de cutina das
células-guarda; m= camara supraestomatica. Barras de escala: D, E, G, H, J, L e M= 100 um; F, I, N = 25 pum;
k= 150um
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Figura 8. Prosthechea pachysepala (Klotzsch) Chiron e V. P. Castro. A. Aspecto geral. B. Borda. C.
Interior da mata. D-G, K-L. Cortes transversais da lamina foliar. D. Destaque da cuticula e dos cristais
de flavonoides da face adaxial da folha sem coloracdo. E. Corte transversal da lamina foliar corado
com Azul de toluidina. F-G. Corte transversal da Iamina foliar corado com azul de astra e fucsina
basica. G. Detalhe do feixe vascular. H-J. Face adaxial (H) e abaxial (J) da lamina foliar em vista
paradérmica, corados com Fucsina basica. K-L. Corte transversal da lamina foliar com cristais de
flavonoides ap6s reacdo com hidroxido e aménia (K) e ap6s reacdo com hidroxido de Sodio (L).
EAD= face adaxial da epiderme; HAD= hipoderme da face adaxial; MH= mesofilo homogéneo;
EAB= face abaxial da epiderme; En= endoderme; Fv= Feixe vascular; X= xilema; F= floema; Fi =
fibras; seta preta= cuticula; cabeca de seta preta= cristas estomaticas; cabeca de seta branca= cristal de
flavonoide; seta branca= células esclerificadas de origem periciclia; *= espessamento celulésico das
células-guarda. Barras de escala: D, J= 150 um; E= 25 um; F, G-H; K-L= 100 um; 1 =50 um



Figura 9. Pleurothallis rubens Lindl. A. Aspecto geral. B. Borda. C. Interior da mata. D-H. Cortes
transversais da lamina foliar. D-E. Cortes transversais da Iamina foliar mostrando cuticula destacada
por Sudan 1. F-1. Cortes transversais corados com azul de astra e fucsina basica. J-L. Face adaxial (J)
e abaxial (K) da Iamina foliar em vista paradérmica, corados com fucsina basica. EAD= face adaxial
da epiderme; HAD= hipoderme face adaxial; MH= mesofilo homogéneo; HAB= hipoderme face
abaxial; EAB= face abaxial da epiderme; seta preta= cuticula; cabeca de seta preta= crista estomatica;
cabeca de seta branca= cicatriz de inser¢do de tricoma; *= deposi¢do de cutina nas células-guarda;
BS= barra de espessamento; CS= cadmara subestomatica; Fv= Feixe vascular; X= xilema; F= floema;
Fi = fibras. Barras de escala: D-E, G, H-L= 100 um; = F= 25 pum
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Tabela 2 - Valores médios, respectivos desvios-padrdo (entre parénteses) e coeficientes de variacdo das caracteristicas morfoldgicas (n=10), anatémicas
(n=30) e clorofilas (n=3) das folhas de Hadrolaelia coccinea nas diferentes fitofisionomias do Parque Estadual do Ibitipoca na borda (B) e interior (I), nas
estacBes do ano: verdo (V) e inverno (1). MF: massa fresca; MS: massa seca; TMS= teor de matéria seca; CA= conteldo de 4gua; AF: area foliar; AFE: area
foliar especifica; MEF: massa especifica foliar; GS: grau de suculéncia; espessuras (um) das CAD: cuticula da face adaxial da epiderme; EAD: face adaxial da
epiderme; HAD: hipoderme face adaxial, PP: parénquima pali¢adico; PL: parénquima lacunoso; HAB: hipoderme face abaxial, EAB: face abaxial da
epiderme; CAB: cuticula da face abaxial; LT: 1dmina total; DE: densidade estomatica; concentracfes de clorofila a: cl a; clorofila b: cl b; clorofila total: cl t;
clorofila a/b: cl a/b; carotenoides: Carot e clorofila total/carotenoides: cl t/carot. Letras diferentes para a mesma variavel/ linha significam que os valores sdo
estatisticamente significativos (p< 0,05)

BV CV (%) v CV (%) BI CV (%) I CV (%) B CV (%) I CV (%) P
MF 0,64 (+0,3)a 047 0,94 (+0,97)a 1,04 04(x01)a 024 0,26 (£ 0,09) a 0,36 052 (+0,25)a 0,48 0,6 (+0,76) a 1,26 033
MS 0,11 (£ 0,05)a 045 0,12 (£0,08) a 0,67 0,08 (+0,02) a 021 0,05 (£0,02) a 0,30 01 (x0,04)a 0,40 0,08 (+ 0,06) b 0,76 024
™S 17,3 (£3,18)a 018 1541 (+4,4)a 0,29 21,13 (£291)a 014 21,6 (+ 10,5) a 0,49 19,22 (+3,56) a 0,19 18,51 (+ 8,46) a 0,46 0,07
cA 0,53 (+0,26) a 048 0,82 (£09)a 1,09 0,32 (+0,08) a 0,26 0,21 (+0,09) a 0,41 042 (£022)a 0,51 052 (x07)a 1,34 021
AF 1,08 (£0,87) a 038 2,26 (£ 1,36) b 06 2,05 (+0,53) a 0,26 1,91 (£0,89) a 047 1,57 (+0,86) a 0,55 2,08 (+1,13)a 0,54 0,44
AFE 8,62 (+3,89) a 0,45 20,59 (£5,13) a 0,25 24,98 (£581)a 023 38,78 (+ 19,55) b 05 16,8 (+9,67) a 0,58 29,69 (+ 16,75) b 0,56 043
MEF 023 (+0,37)a 1,6 0,05 (+0,01) a 0,25 0,04 (+0,01) a 0,25 0,03 (+0,01) a 04 014 (£027) a 1,99 0,04 (+0,02) b 0,39 0,56
GS 113 (£ 1,71)a 1,52 0,31 (+0,15)a 0,47 0,15 (£0,01) a 0,09 0,12 (£ 0,05) a 037 0,64 (+1,28)a 2,00 022 (£0,14) a 0,66 047
PIm 034
CAD 2417 (£51) a 021 18,5 (£6,71) b 0,36 235 (+4,58) a 0,19 15,92 (+ 6,52) b 0,41 23,83 (£ 4,82) a 0,20 17,21 (+ 6,69) b 0,39 028
EAD 21 (+7.81)a 037 18,83 (+ 4,86) a 0,26 21,08 (£3,7)a 018 20,92 (+4,93) a 024 21,04 (+ 6,06) a 0,29 19,88 (+4,97) a 0,25 0,06
HAD 88,67 (+45,45) a 051 61,17 (£19,15) b 031 107,83 (+ 25,25) a 023 74,33 (+50,95) b 0,69 98,25 (+37,71) a 0,38 67,75 (+ 38,73) b 0,57 031
PP 1087,83 (+ 331) a 030 | 839,83 (+183,62)b 022 | 119467 (+24965)a | 021 | 751,83 (£247,02)b | 033 | 1141,25(x29561)a | 0,26 795,83 (+ 220,30) b 0,28 0,30
PL 588 (+ 140,21) a 024 | 681,17 (£+147,49)b | 022 682,67 (£ 115,2) a 0,17 519 (+ 139,28) b 0,27 635,33 (£135,88)a | 0,21 600,08 (+ 164,05) a 0,27 0,19
HAB 173,67 (+ 49,95) a 0,29 95,83 (£ 72,43) b 076 159,17 (+ 39) a 0,25 160 (+ 84,81) a 053 166,42 (+ 45,02) a 0,27 127,92 (+ 84,62) b 0,66 023
EAB 22,83 (£7,39) a 032 17,67 (+3,88) b 0,22 21,33 (£4,34) a 0,20 17,67 (+4,3) b 024 22,08 (+ 6,06) a 0,27 17,67 (+ 4,06) b 0,23 0,20
CAB 14,67 (£ 6,01) a 041 12,17 (+ 4,68) a 0,38 12,83 (+3,33)a 0,26 8,75 (+3,76) b 043 13,75 (+ 4,9) a 0,36 10,46 (+ 4,54) b 0,43 025
LT 2020,83 (+400,34)a | 020 | 174517 (+23256)b | 013 | 2221,67(+30552)a | 014 | 156567 (£312,42)b | 020 | 212125 (*367,31)a | 017 1655,42 (+ 287,66) b 0,17 022
DE 6,27 (£ 2,16) a 035 543 (£227)a 0,42 6,97 (x14)a 0,20 6,57 (+ 1,45)a 0,22 6,62 (+ 1,84) a 0,28 6(x1,97)a 033 0,10
Pla 0,21
Cla 0,11 (+0,02) a 16 0,16 (+0,09) a 0,58 0,19 (+0,05) a 0,28 051 (£0,18) b 0,35 0,15 (+ 0,05)a 0,38 033 (£0,22) a 0,68 038
Clb 0,04 (+0,05) a 048 0,06 (£0,05) b 076 0,12 (+0,03) a 0,28 0,42 (£0,02) b 0,05 0,08 (+0,05) a 0,68 024 (+02)a 0,83 061
Clt 0,15 (+0,04) a 0,18 022 (+0,14)a 0,63 031 (£0,07)a 023 093(x02)b 0,21 023 (x0,1)a 0,43 057 (+0,41)a 0,73 036
Cla/b 582 (+5)a 1,06 417 (291)a 07 1,71 (£0,61) a 0,36 1,19 (£0,35)a 0,29 376 (£39)a 1,04 2,67 (+2,46)a 0,92 045
Carot 073 (+1,13)a 0,24 0,08 (+0,03) a 031 0,06 (+0,02) a 0,36 0,14 (+0,08) a 0,56 0,39 (+0,8)a 2,05 0,11 (+0,05)a 0,53 041
ClY/ carot 1,22 (+1,04)a 0,86 241 (11)a 0,46 595 (+22)a 0,37 7,67 (+2,18)a 0,29 3,59 (+3,01) a 0,84 5,03 (+3,26) a 0,65 018

PIf 04
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Tabela 3 - Valores médios, respectivos desvios-padrdo (entre parénteses) e coeficientes de variacdo das caracteristicas morfoldgicas (n=30), anatémicas
(n=90) e clorofilas (n=3) das folhas de Prosthechea pachysepala nas diferentes fitofisionomias do Parque Estadual do Ibitipoca na borda (B) e interior (1), nas
estacBes do ano: verdo (V) e inverno (1). MF: massa fresca; MS: massa seca; TMS= teor de matéria seca; CA= contelido de agua; AF: area foliar; AFE: area
foliar especifica; MEF: massa especifica foliar; GS: grau de suculéncia; espessuras (um) das CAD: cuticula da face adaxial da epiderme; EAD: face adaxial da
epiderme; HAD: hipoderme da face adaxial; MH: mesofilo homogéneo; EAB: face abaxial da epiderme; CAB: cuticula da face abaxial; LT: lamina total; DE:
densidade estomaética; concentracdes de clorofila a: cl a; clorofila b: cl b; clorofila total: cl t; clorofila a/b: cl a/b; carotenoides: Carot e clorofila

total/carotenoides: cl t/carot. Letras diferentes para a mesma variavel/ linha significam que os valores sdo estatisticamente significativos (p< 0,05)

cv cv cv cv cv cv
BV o v oh BI o I o B o | o | P

MF 278 (x123)a | 044 | 330ELDa | 033 | 353(x008)a | 028 | 202(x128)a | 044 | 315@ELina | 037 3l (x12)a 039 | 017
MS 105(x0,78)a | 075 | 0,65(+022)a | 033 136(x059a | 043 | 416(x183)a 44 12*070a | 059 | 24(1295)a | 539 | 053
™S 3455 (+1346)a | 039 | 19,86(*338)b | 017 | 378(1013)a | 027 | 2905@613)b | o021 | &8 (*;(11'93) 033 | 2445(675b | 028 |033
CA 174(x072)a | 041 | 265(090)b | 034 | 217(x062)a | 028 | 204(x0g8l)a 04 19507 a | 036 | 234(x090)b | 039 | 021
AF 2207 (£939)a | 043 | 3387 (x827)b | 024 | 4598(x1512)a | 033 | 434(x1356)a | 031 | 3403 (x17,35)a | 051 | 3863(x1213)b | 031 | 044
AFE 26,55 (£996)a | 038 | 5507 (t1L74)b | 021 | 37,14(x1163)a | 03L | 56,74 (:1639)b | 029 | 3185 (x1L,99)a | 038 | 5591 (x14,16)b | 025 | 047
MEF 004(£002)a | 046 0,02 (£0) b 0.2 003(x000)a | 035 | 002(x000)b | 037 | 004(x002)a | 048 | 002(x0,00)b 03 | 020
GS 0,08( 0,02) a 025 | 008(x000)a | 017 | 005@000)a | 026 | 005000)a | 015 | 007(x002)a | 037 | 006(x002)a 03 | 0,00
PIm 0,29
CAD 89 (£358)a 0,40 49E16)D 0,32 817 (*3)a 037 | 692(*252)a | 036 | 853(@33)a | 039 | 591(x230b | 039 030
EAD 20,76 (£ 477a | 023 | 179(x335b | 0190 | 2133(x398)a | 019 | 2233(*32l)a | 014 | 2105(x4370a | 021 | 2013(394a | 02 | 009
HAD 8L8 (x3485)a | 043 63 (=17,2)b 027 | 7025(x387)a | 055 | 4483(+1207)b | 027 | 76,08 (+3697a | 049 | 5392 (x17,35b | 032 | 03
MH 5082 (+12624)a | 0925 | 42766 (bi 683) | 018 | s89(x11537a | o020 | 32367 (ﬁ 10425 | oo [EEEES (ia126'23) 023 | 4787 (JB' 10282) | (25 | 014
EAB 15 (= 4,15)a 028 | 1440(x306)a | 021 | 1467 (x364)a | 025 | 1567 (x262)a | 017 | 1483(x387a | 026 | 1504(:289)a | 049 | 005
CAB 6 (+3,05) a 051 | 42(L12)a | 032 | 75(x1283)a | 171 | 508(t046)a | 009 | 675(=928)a | 137 | 471(x099)a 02 | 0.29
o S0 | 000 | smpearesh | o015 | 0G0 [ op | SBSEIRED | o1 | 6I5/SGEI8A | g9 | 51529 G10489 [ 015 | 015
DE 1353 (x426)a | 027 | 843(x2,02)b | 023 | 967 (x288)a 03 8,97 (x096) a 011 | 1147 (370)a | 032 88 (= 158)b 018 | 021
Pla 0,19
Cla 049 (x0,11) a 022 [ 0,72 (:022)a 031 [ 0.78 (x017)a 021 [ 1,19 (x05)a 013 | 063(x02a [ 032 | 095(030)a | 033 [033
Clb 0,17 (£0,05)a 0.8 | 0,24 (£0,11)a 0,44 | 0,59 (£0,25)a 0,43 | 0,63 (£0,06)a 0,0 | 038(:028)a | 074 | 044(x023)a | 052 | 019
Clt 0,66 (+0,16) a 024 | 0,96 (£0,33)a 0,34 | 1,36 (x0,42) a 031 | 1.82(x021)a 012 | 101(x048)a | 047 139(x053)a | 038 | 028
Clab | 298(x0,18)a 0,06 | 3,07 (£0,34)a 0,11 | 1.42(x036)a 0,25 | 1,87 (x0,11)a 006 | 22(x089)a 04 247(x069)a | 028 | 012
Carot 0,28 (£0,07)a 0.5 | 0,39 (£0,11) a 0,27 | 0,23(x0,04)a 0,18 | 0,34 (£0,09) 026 | 026(006)a | 023 | 036(x009)b | 025 | 033
cl
Ceaet | 2380142 006 | 2% (022 008 | 583C158)a 027 | 552G o1 | 409@215)a | 053 398 (+18)a 045 | 008
PIf 0,22
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Tabela 4 - Valores médios, respectivos desvios-padrdo (entre parénteses) e coeficientes de variacdo das caracteristicas morfoldgicas (n=10), anatémicas
(n=30) e clorofilas (n=3) das folhas de Pleurothallis rubens nas diferentes fitofisionomias do Parque Estadual do Ibitipoca na borda (B) e interior (1), nas
estacBes do ano: verdo (V) e inverno (1). MF: massa fresca; MS: massa seca; TMS= teor de matéria seca; CA= conteldo de &gua; AF: area foliar; AFE: area
foliar especifica; MEF: massa especifica foliar; GS: grau de suculéncia; espessuras (um) das CAD: cuticula da face adaxial da epiderme; EAD: face adaxial da
epiderme; HAD: hipoderme da face adaxial; MH: mesofilo homogéneo; HAB: hipoderme da face abaxial; EAB: face abaxial da epiderme; CAB: cuticula da
face abaxial; LT: lamina total; DE: densidade estomaética; concentracdes de clorofila a: cl a; clorofila b: cl b; clorofila total: cl t; clorofila a/b: cl a/b;
carotenoides: Carot e clorofila total/carotenoides: cl t/carot. Letras diferentes para a mesma varidvel/ linha significam que os valores sdo estatisticamente

significativos (p< 0,05)
cVv Ccv CcVv (@Y CcVv CcVv
BV o) v o) BI ) Il ) B o) I ) IP
MF 2,62 (x1,13)a 0,43 287 (x122)a 0,43 1,92 (£0,62) a 0,32 1,75 (£ 0,45) a 0,26 2,27 (£ 0,96) a 0,42 2,31 (+1,06) a 0,46 0,37
MS 0,23 (+0,1)a 0,41 0,27 (+0,11) a 0,42 0,26 (+0,11) a 0,42 04(+021)a 0,51 0,24 (+0,1) a 0,41 0,33 (+0,17) a 052 | 043
TMS 9,01 (x1,39)a 0,15 957 (x154)a 0,16 13,33 (£ 3,44) a 0,26 22,98 (£10,77) b 0,47 11,17 (£ 3,38) a 0,3 16,28 (+ 10,17) a 0,62 0,42
CA 2,39 (x1,04)a 0,44 26(x111)a 0,43 1,66 (£ 0,53) a 0,32 1,35 (0,43) a 0,32 2,02 (£ 0,89) a 0,44 1,97 (£ 1,04) a 0,53 0,38
AF 782(x32)a 0,41 8,96 (+3,37)a 0,38 9,53 (x2,53)a 0,27 919 (x217)a 0,24 8,67 (x2,94)a 0,34 9,07 (£2,76) a 0,3 0,37
AFE 34,63 (x8,49)a 0,25 35,22 (+8,82) a 0,25 40,48 (£11,74) a 0,29 27,08 (£ 10,89) b 0,4 37,55 (£10,42) a 0,28 31,15 (+10,51) a 0,34 0,46
MEF 0,03 (+£0,01)a 0,2 0,03 (+0,01)a 0,25 0,03 (+0,01)a 0,27 0,04 (£0,02) b 0,47 0,03 (+0,01)a 0,24 0,04 (+0,02) a 0,45 0,42
GS 0,3(x0,04)a 0,12 0,29 (x0,07) a 0,26 0,17 (£ 0,01)a 0,08 0,15 (£ 0,03) a 0,21 0,24 (£ 0,07) a 0,31 0,22 (£ 0,09) a 0,42 0,08
Pl m 0,13
CAD 1717 (x7,27) a 0,42 15,83 (x 4,56) a 0,29 18 (x3,11)a 0,17 15,25 (£ 2,49) a 0,16 17,58 (£ 5,56) a 0,32 15,54 (+ 3,66) a 024 | 037
EAD 43 (£13,26) a 0,32 41,33(x7,98)a 0,19 525 (x11,73)a 0,22 42 (£10,14) b 0,24 47,75(+ 13,48) a 0,28 41,67 (£9,05) a 0,22 0,11
HAD 1652,83 (+ 528,59) 1675,5 (+ 286,26) 017 1631,5 (+ 344,63) 1652,5 (+ 254,48) 1642,17 (+ 442,53) 027 1664 (+ 268,78) a 016 0,01
a 0,32 a a 0,21 a 0,15 a
463,67 (£ 53,11)
MH 445 (+ 114,64) a 026 | 44233 (x4529)a 01 . 011 | 42367 (37692 | o 454,33 (+ 89,07) a 0,2 433 (+42,37) a 01 0,07
HAB 140 (+ 37,65) a 027 148,5 (+ 30,85) a 0,21 L (; 23,95) 018 119,83 (x 15,17) a 013 136,42 (+ 31,49) a 0,23 134,17 (x 28,11) a 0,21 0,12
EAB 36,5 (+ 17,08) a 0,47 40,33 (x6,42)a 0,16 45,33 (+ 6,56) a 0,14 38,83 (+ 7,06) a 0,18 40,92 (+ 13,58) a 0,33 39,58 (+6,74) a 0,17 0,10
CAB 8,83 (+3,39) a 0,38 7,83 (+3,39) a 0,43 5,67 (+ 0,31 517 (£ 0,91)a 0,18 725(x311)a 0,43 6,5(x281)a 0,43 0,26
LT 2343,33 (ai 686,12) 028 2371,67 (ai 300,17) 013 2349,5 (zr 324,55) 014 2293,67 g_r 273,66) 012 2346,42(: 532,14) 023 2332,67 (: 287,48) 012 0,02
DE 2,6 (£0,72)a 0,28 2,27 (£ 0,45)a 0,2 2,4(x£0,72) a 0,3 3,7(x225b 0,61 25(x0,72)a 0,3 298 (x1,76) a 0,61 0,24
Pla 0,12
Cla 0,17 (x0,13) a 0,73 0,2(x0)a 0,02 0,2 (£ 0,02) a 0,09 0,21 (x0,01)a 0,05 0,19 (x0,08) a 0,44 0,21 (x0,01)a 0,05 0,09
Clb 0,04 (£0,04)a 1,04 0,02 (+0,02) a 0,79 0,1(x0,02) a 0,16 0,12(x0)a 0,03 0,07 (£ 0,04) a 0,64 0,07 (£ 0,06) a 0,81 0,32
Clt 0,21 (x0,16)a 0,79 0,22 (+0,02) a 0,07 0,31 (x0,02) a 0,06 0,33(x0,01)a 0,04 0,26 (x0,12) a 0,46 0,28 (+ 0,06) a 0,23 0,06
Cla/b 590 (+2,37)a 0,40 14,76 (£ 8,14) a 0,55 2,01 (+£0,39) a 0,19 1,76 (£ 0,05) a 0,03 3,96 (+2,62) a 0,66 8,26 (+8,78) a 0,47 0,36
Carot 0,1 (+0,06) a 0,60 0,13 (+0,01) a 0,05 0,05 (+0,01) a 0,18 0,05(+0)a 0,01 0,08 (+ 0,05) a 0,59 0,09 (+ 0,04) a 047 | 013
Cl
t/Carot 1,98 (x0,37)a 0,19 1,7(x0,16)a 0,09 5,84 (£0,9) a 0,16 6,32 (£ 0,3) a 0,05 391(x22)a 0,56 4,01 (£2,54) a 0,63 0,11
PI f 0,18
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Tabela 5 - Quantidade relativa de flavonoides detectada a 335 nm por estacéo do ano nas fitofisionomias borda (B) e interior (I) de nanofloresta. Quantidade
relativa destacada (*) corresponde ao maior valor estatisticamente significativo

Prosthechea pachysepala Pleurothallis rubens
Estacdes do ano Borda Interior Borda Interior
Verdo 529.706,3 | 2.597.4693 * | 3.863.833,7 * | 446.794,6
Outono 63.496.656,3 | 26.595.063,8 | 21.611.1974 | 6.425.457,1
Inverno 4.099.265,9 * | 2.096.053,1 | 1.548.139,7 | 9.796.655,3 *
Primavera 2.012.486,3 1.586.504,1 6.215.145,2 2.597.105,3

Tabela 6 - Valores médios dos Indices de plasticidades (IP) das variaveis morfologicas (m), anatdmicas (a) e fisiologicas (f); indice de plasticidade fenotipica
(IPF) total das espécies Hadrolaelia coccinea, Prosthechea pachysepala e Pleurothallis rubens e Indice de plasticidade fenotipica (IPF) total para cada grupo

de variaveis

Hadrolaelia coccinea | Prosthechea pachysepala | Plewrothalis rubens | IPF Total
1P m 0,34 0,29 0,13 0,25
IP a 0,21 0,19 0,12 0,17
IPf 0.4 0,22 0,18 0,26
IPF Total 0,31 0,23 0,14 0,22
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Figura 10. A-D. Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos brutos de folhas de Prosthechea pachysepala utilizando-se
A= 335 nm e seus respectivos espectros UV no verdo (A), outono (B), inverno (I) e primavera (P)
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Figura 11. A-D. Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos brutos de folhas de Pleurothallis rubens utilizando-se A=
335 nm e seus respectivos espectros UV no verdo (A), outono (B), inverno (I) e primavera (P)
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4. CAPITULO 3 - ADAPTACAO MORFOANATOMICA FOLIAR E QUIMICA DE
ORCHIDACEAE EM COTAS ALTIMETRICAS DISTINTAS NO PARQUE
ESTADUAL DO IBITIPOCA - MG

4.1 RESUMO

A familia Orchidaceae destaca-se por adaptar-se as mais diversas condi¢es ambientais, tendo
em vista, sua ampla distribuicdo mundial. A elevacdo do relevo tem se apresentado como um
importante fator na distribuicdo das orquideas. No Brasil, Orchidaceae destaca-se entre as
familias de maior diversidade que habitam os campos rupestres e de altitude, bem como as
diferentes formacdes vegetacionais que compdem o Complexo da Mantiqueira, incluindo-se
nessa regido, o Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB). As orquideas Zygopetalum maculatum
(Kunth) Garay e Epidendrum secundum Jacq., no PEIB estdo distribuidas ao longo de um
gradiente altitudinal entre 1000 e 1784m. A medida que o relevo se inclina, as condicdes
ambientais modificam-se bruscamente a curtas distancias e os extremos de altitude ficam
sujeitos a diferentes temperatura, umidade, velocidade e intensidade dos ventos, fatores que
podem induzir na folha, 6rgdo mais plastico do vegetal, adaptacGes atraves de respostas
morfologicas, fisiologicas e quimicas que possibilitem uma melhor condi¢édo de sobrevivéncia
local da planta. Objetivou-se com o presente trabalho investigar a influéncia de duas
diferentes cotas altimétricas do PEIB, e suas respectivas condi¢des climaticas, na adaptacao
das orquideas Z. maculatum e E. secundum, a partir das analises morfoanatémica, fisioldgica
e quimica de suas folhas. Afericdes climaticas foram realizadas com o aparelho Instrutherm
Thal 300, nas duas diferentes altitudes estudadas do PEIB nas quatro esta¢des do ano. Para as
analises morfoanatémicas foram coletadas trinta folhas adultas para cada dez individuos de Z.
maculatum e E. secundum nas duas diferentes altitudes. Para quantificacdo das clorofilas,
analises histoquimicas e quimicas, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a detector de arranjo de fotodiodo (CLAE-DAD), foram coletadas trés folhas de trés
individuos de cada espécie por altitude. O indice de plasticidade fenotipica (IPF) foi calculado
para cada variavel morfoldgica, anatémica e fisiologica. Para avaliar a diferenca significativa
de cada varidvel entre as duas fitofisionomias utilizou-se teste t-student ou teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. A umidade relativa do ar e a velocidade do vento foram
significativamente maiores na alta altitude em comparacao a baixa. Zygopetalum maculatum e
E. secundum apresentaram respostas adaptativas diferenciadas quanto as cotas altimétricas.
Maior teor médio de flavonoides foi encontrado em Z. maculatum na baixa altitude como
resposta ao maior déficit hidrico. Em E. secundum, néo foi detectado flavonoides, mas maior
IPF para um maior numero de variaveis em relacdo a Z. maculatum. Essa estratégia foi
corroborada pela maior amplitude de distribuicdo geografica registrada para E. secundum.

Palavras-chave: anatomia, flavonoides, orquideas, plasticidade fenotipica, velocidade do
vento.
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4.2 INTRODUCAO

A familia Orchidaceae destaca-se por se adaptar as mais diversas condicOes
ambientais, tendo em vista, sua ampla distribuicdo mundial (PABST; DUNGS, 1975; HUNT,
1985; DRESSLER, 1993; SMITH et al., 2004). Dentre as estratégias adaptativas relacionadas
aos aspectos morfoanatémicos e fisioldgicos, que aumentam as chances de sobrevivéncia das
orquideas, principalmente quanto a escassez de agua, destacam-se raizes aéreas com epiderme
multisseriada, caules modificados em pseudobulbos e tecidos foliares aquiferos (HOEHNE,
1949; ESAU, 1974; BENZING, 1995; TOSCANO-DE-BRITO; CRIBB, 2005; APEZZATO-
DA-GLORIA; HAYASHI, 2006; MOREIRA; ISAIAS, 2008; SILVA et al., 2010). A
associacdo de fatores climaticos com as condi¢cbes edaficas contribuem para amplitude de
dispersdo das espécies (CLARK et al., 1999; OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000;
SCUDELLER et al.,, 2001; PHILLIPS et al., 2003; LASSUEUR et al., 2006), embora, a
elevacdo do relevo se apresente como um importante fator na distribuicdo das mesmas
(WANG et al., 2015).

Algumas orquideas se adaptam muito bem a altitudes elevadas, com registros de sua
ocorréncia em locais de até 2.600 metros (WILLIAMS, 1980; HIGGINS, 2003). No Brasil,
Orchidaceae destaca-se entre as familias de maior diversidade (ABREU et al., 2011),
ocorrendo nos campos rupestres e de altitude (GIULIETTI et al., 1987; ZAPPI et al., 2003,;
ALVES; KOLBEK, 2009), bem como nas diferentes formacdes vegetacionais que compdem
0 Complexo da Mantiqueira, incluindo-se, nessa regido, o Parque Estadual do Ibitipoca
(PEIB) (MENINI NETO et al., 2007). Vérias espécies de orquideas podem ocorrer em dois
ou mais tipos de formacdes vegetacionais (PANSARIN; PANSARIN, 2008), como é o caso
das espécies Zygopetalum maculatum (Kunth) Garay e Epidendrum secundum Jacg., que no
PEIB, encontram-se distribuidas ao longo de um gradiente altitudinal, entre 1000 e 1784m (L.
MENINI NETO, comunicagéo pessoal).

A medida que o relevo se inclina, as condi¢des ambientais modificam-se bruscamente
a curtas distancias (PAN et al., 2013). Os extremos de altitude ficam sujeitos a diferentes
temperatura, umidade, luminosidade, disponibilidade de nutrientes no solo, velocidade e
intensidade dos ventos (VALENTE et al., 2011; PAN et al., 2013), fatores que podem induzir
na folha, 6rgdo mais pléstico do vegetal, adaptacBes estruturais que possibilitem uma melhor
condicéo de sobrevivéncia local para a planta (THOMPSON et al., 1992; DICKISON, 2000;
KOFIDIS et al., 2003; GUAN et al., 2011). As plantas podem variar morfologicamente,
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fisiologicamente e quimicamente em relacdo a altitude, especificamente, quanto a espessura
do mesofilo e da lamina da folha, a area foliar, a area especifica foliar, ao volume celular, ao
espessamento da cuticula, a condutividade estomatica e a producdo de metabdlitos
secundarios (ROCAS et al., 2001; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MACEK et al., 2009; MA
etal., 2012).

Estudos relacionados a anatomia foliar, voltados a analises macro e
micromorfolédgicas, tém assumido maior importancia quando associados a aspectos
ecolégicos (BIERAS; SAJO, 2004; KOCSIS et al., 2004; SEGATTO et al., 2004;
SOMAVILLA; GOMES et al., 2009; GRACIANO-RIBEIRO, 2011), auxiliando o
entendimento de caracteres que se desenvolvem em resposta aos habitats ocupados (PIAZZA
et al., 2015). Contudo, mesmo considerando que diferentes gradientes altitudinais
apresentam-se como poderosos experimentos naturais que permitem testar as respostas
ecoldgicas da biota quanto as influéncias geofisicas (KORNER, 2007), poucos trabalhos
fornecem inferéncias ecoldgicas relacionadas as adaptacdes das plantas a diferentes altitudes,
destacando-se, dentre os mais recentes, os artigos de Ma et al. (2012), Molina-Montenegro et
al. (2012), Read et al. (2014) e Rajsnerova et al. (2015). No entanto, nenhum destes trabalhos
aborda Orchidaceae.

A ocorréncia de uma determinada espécie em ambientes diferenciados quanto as
condicdes climaticas, como as orquideas terrestres Z. maculatum e E. secundum localizadas
em extremos de altitude no PEIB, pode contribuir para o desenvolvimento de caracteres
morfoanatémicos, e/ou de ajustes fisiologicos (PRICE et al., 2003) e quimicos (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007) que possibilitam habitarem a cada extremo de altitude (GRATANI,
1996; PINTADO et al., 1997; GRATANI et al., 2003; ZUNZUNEGUI et al., 2011),
dependendo da amplitude de sua plasticidade fenotipica (SCHLICHTING, 2002; SULTAN,
2004; VALLADARES et al., 2006; GRATANI, 2014).

Objetivou-se, no presente trabalho, investigar a influéncia de diferentes cotas
altimétricas do PEIB, e suas respectivas condi¢fes climéticas, na adaptacdo das orquideas Z.
maculatum e E. secundum, a partir de analises morfoanatdmicas, fisiologicas e quimicas de

suas folhas.
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4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Local de coleta e espécies estudadas

Todo o material boténico analisado e as fitofisionomias estudadas neste trabalho
localizam-se no Parque Estadual do Ibitipoca (PEIB), unidade de conservacdo (UC), situada
no sudeste do estado de Minas Gerais (coordenadas 21°40°-21°44°S, 43°52°-43°55°W),
abrangendo os municipios de Lima Duarte, Santa Rita do Ibitipoca e Bias Fortes (RODELA,
1998).

O PEIB ¢ uma das UC’s mais visitadas do Brasil (FORZZA et al., 2013), compondo
uma das areas prioritarias para a conservacgdo da flora no Estado, citada no nivel mais alto na
categoria de importancia bioldgica especial (DRUMMOND et al., 2005). O clima da regido
de Ibitipoca foi classificado como tropical de altitude mesotérmico, Cwb, segundo a
classificacdo de Koppen (1948), com inverno frio e seco e chuvas elevadas no verdo. A
pluviosidade anual média € de 2248 mm a 1350 metros de altitude dentro do PEIB
(RODELA; TARIFA, 2002). As formas de relevo se caracterizam por escarpas altas ou
colinas, com altitudes médias de aproximadamente 1200 a 1800 m (CETEC, 1983). O ponto
mais alto da Serra do Ibitipoca é o pico do Ibitipoca (ou Lombada), com 1782 m (CORREA
NETO et al., 1993).

No PEIB, Z. maculatum e E. secundum localizam-se nas fitofisionomias caracterizadas
como campina lenhosa nebular e campina nebular, segundo classificacdo adotada por
Oliveira-Filho et al. (2013) para denominar o que é chamado, neste trabalho, de baixa altitude
(BA), a 1200 m, e alta altitude (AA), a 1784 m, respectivamente (Figura 1 A e B). A campina
lenhosa nebular, ou BA, é composta por subarbustos latifoliados e ervas de vida curta a
perenes, compondo uma sindsia mais ou menos continua, podem ocorrer arbustos esparsos e
arvores isoladas. A campina nebular, ou AA, é formada por ervas de vida curta a perenes que
formam uma sindsia compacta a esparsa. Podem ocorrer subarbustos e arbustos espalhados,
mas arvores sdo muito raras ou ausentes (OLIVEIRA-FILHO et al., 2013). A diferenca entre
as duas fitofisionomias € que na campina lenhosa, subarbustos e ervas ocorrem de forma
expressiva, enquanto na campina, subarbustos sdo esparsos ou ausentes, além de
predominarem ervas graminoides ou nao no relvado. Nas campinas, consideradas campo
rupestre propriamente dito (SALIMENA-PIRES; 1997; RODELA; TARIFA, 2001), o solo é

pouco desenvolvido, quimicamente pobre e pouco floculado (ROCHA, 2013), fato
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importante, uma vez que as duas espécies estudadas no presente trabalho apresentam habito
terricola.

Zygopetalum maculatum (subfamilia Epidendroideae, subtribo Zygopetalinae) é uma
planta perene, saxicola, terricola, epifita ou rupicola; apresenta pseudobulbo oblongo-ovoide
que sustenta suas folhas, que séo simples, com ou sem disting&o entre lamina e bainha, e se
dispdem de forma alterna, espiralada ou distica no caule. Variam de membranaceas a carnosas
e possuem formas variadas. Em geral, as ldaminas sdo dorsiventrais, e alguns representantes
possuem laminas ensiformes e outros, cilindricas (SCHULTZ, 1968; SOUZA; LORENZI,
2005). Comumente encontrada em borda de floresta ombrofila densa, mata nebular e campo
de altitude. Floresce no verdo e no outono (DRESSLER, 1993; SPRUNGER, 1996;
ROMANINI; BARROS, 2008) (Figura 1C e D).

Epidendrum secundum (subfamilia Epidendroideae, subtribo Laeliinae) é uma erva
perene, terricola ou epifita com rizoma inconspicuo. Caule ereto, carnoso, cilindrico, verde,
coberto pelas bainhas das folhas, 6-20-foliado. Folhas (dimensdes 5-8 x1-2 cm), disticas,
sésseis, sub-eretas, lanceoladas, verdes, coriaceas, apice agudo, articulada com as bainhas.
Inflorescéncia em racemo terminal, ereta (AZEVEDO; BERG, 2007). Possui ampla
distribuicdo geografica, sendo conhecida por toda regido Neotropical (PINHEIRO; BARROS,
2007). No Brasil, ocorre no Norte (Roraima, Amapd, Para, Amazonas, Tocantins), Nordeste
(Ceara, Pernambuco, Bahia), Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias, Distrito Federal), Sudeste
(Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro), Sul (Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul)
(BARROS et al., 2010). Cresce em locais ensolarados, com substratos pedregosos e arenosos,
especialmente em afloramentos rochosos. Ocorre também no interior da mata, em éarea
impactada. Floresce de mar¢o a agosto, frutificando a partir de junho (Figura 1E e F). Seus
individuos sdo muito variaveis, tanto na forma como no tamanho e cor das flores (HOEHNE,
1953; PABST; DUNGS, 1977; PRIDGEON et al., 2005).

4.3.2 Afericoes climaticas

Através de um aparelho Termo-Higro-Anemometro Luximetro Digital Portatil Modelo
Thal 300, marca Instrutherm, foram aferidas a radiacdo solar global (ummol. m?. s?), a
temperatura (°C) e a umidade relativa do ar (% RH), nas quatro estagdes do ano: inverno — 30
de agosto de 2013; primavera — 25 de outubro de 2013; verdo - 15 de janeiro de 2014 e outono
—1° de maio de 2014.



103

Em cada estacdo, foi realizado um dia de aferi¢cbes climaticas em trés turnos por
fitofisionomia: manha (8nh30 as 11h30); meio-dia (12h05 as 13h) e tarde (14h50 as 17h20).
Em cada fitofisionomia foram aferidas 10 medicGes para cada varidvel climatica. Esse
intervalo de afericdo foi necessario devido ao tempo de deslocamento dentro do PEIB.

Dados climaticos de temperatura (°C), umidade relativa do ar (% RH) e velocidade do
vento (m/s), dos anos 2011 a 2013, aferidos préximos ao Centro de informacédo do PEIB,
foram fornecidos pelos gestores do Parque, e dados climaticos de radiacdo (kJ/m2),
temperatura (°C), umidade relativa do ar (% RH) e velocidade do vento (m/s), dos anos 2011
a 2014, aferidos pela Estacdo Climatoldgica Convencional da Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF). Esses dados foram utilizados a fim de comparacdo com as afericdes realizadas

com o Thal 300 nas fitofisionomias que compdem BA e AA do PEIB (Figuras 1- 4).

4.3.3 Procedimentos de coleta do material de estudo

Folhas maduras e totalmente expandidas de Z. maculatum e E. secundum, todas de
habito terricola, foram coletadas nas fitofisionomias de BA e AA. As folhas, no momento da
coleta, foram acondicionadas em sacos plasticos pretos, para as analises morfoanatdmicas,
e/ou em envelopes de papel, para as analises quimicas e para quantificacdo de clorofilas. As
amostras foram devidamente identificadas e armazenadas em caixa de isopor com gelo, a fim
de se evitar a degradacéo das clorofilas.

Material testemunho de Z. maculatum e E. secundum estdo depositadas no Herbario
Leopoldo Krieger (CESJ) sob os niumeros CESJ 26472 e CESJ 60798, respectivamente.

4.3.4 Anélises morfoldgicas externas e anatbmicas

Para as analises morfoldgicas externas e anatbmicas foram coletadas 30 folhas de Z.
maculatum e 30 folhas de E. secundum, entre os 3° e 4° nés (sentido apice-base dos ramos da
planta), de 10 individuos de cada espécie, em cada fitofisionomia estudada, nas estacOes
verdo, em 08 de fevereiro de 2012, e inverno, em 23 de julho de 2013.

Nessas folhas, retirou-se da regido central do tergco médio, incluindo a nervura central,
uma area equivalente a um quadrado de lado 1,3 cm que foi fixado em FAA 70% (1:1:18 v/v)
por 24 horas e conservado em alcool 70% (JOHANSEN, 1940), para posteriores medigdes
anatomicas. Apos a retirada dessas areas, aferiu-se nessas folhas a massa fresca (MF) (g). As

folhas, posteriormente, foram prensadas entre jornal e secas em estufa a temperatura de 65°C
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até atingirem massa constante, correspondente a massa seca (MS) (g). As massas fresca e seca
foram mensuradas com auxilio de balanca analitica de precisdo (AY220, Marte com ie =
0,001g). A area foliar (AF) (cm?) foi determinada pelo programa Image J, a partir de imagens
digitalizadas.

Com os resultados obtidos das medidas supracitadas, foram determinados o contetdo
de 4gua (CA) (MF-MS g), teor de matéria seca (TMS) (L00xMS/MF), area especifica foliar
(AEF) (AF/MS cm?.g™?) (WITKOWSKI; LAMONT, 1991), massa especifica foliar (MEF)
(MS/AF g.cm™), representando o indice de esclerofilia (IE), em que IE > 0,6 indica
escleréfilas, conforme Rizzini (1976) e o grau de suculéncia (GS) (MF-MS/AF g.cm™). O
tamanho foliar seguiu a classificacdo de Webb (1959).

A densidade estomatica (n°. mm™) foi obtida apés clarificacdo das folhas em
hipoclorito de sédio 40%. Utilizou-se trés campos por folha, totalizando 90 campos para Z.
maculatum e E. secundum para cada fitofisionomia. A densidade estomética foi determinada
através da contagem de estdmatos presentes numa area de 1 mm? empregando-se
microscopio de luz Olympus BX 41, com camara clara acoplada. A classificacdo dos
estdmatos seguiu a terminologia adotada por Rasmussen (1987).

Para as analises qualitativas da superficie epidérmica, amostras da regido mediana das
folhas de Z. maculatum e E. secundum de cada fitofisionomia foram dissociadas segundo a
técnica de Franklin (1946), que consiste na imersdo em solucdo de agua oxigenada 30
volumes e &cido acético glacial, na proporcdo de 1:1 (v/v) em estufa a 60°C, até o material
ficar completamente clarificado e dissociado. Em seguida, o material foi lavado e corado com
fucsina bésica, sendo montado em gelatina glicerinada (KAISER, 1880) e vedado com
laminula e esmalte de unha incolor.

Para a mensuragdo de tecidos do limbo, utilizaram-se regies do terco médio foliar, a
partir dos fragmentos conservados em alcool 70%, de trinta folhas de Z. maculatum e E.
secundum, por tratamento. Para a montagem de laminas temporérias, referentes a esta analise,
0 material vegetal fixado foi seccionado transversalmente com lamina de barbear e montado
em agua.

Nos cortes transversais, a mao livre, da regido mediana dos limbos foram medidas as
espessuras (um) da cuticula da face adaxial da epiderme (CAD), epiderme da face adaxial
(EAD), da hipoderme da face adaxial (HAD), dos mesofilo (MH) ou parénquima (PA), da
hipoderme da face abaxial (HAB), epiderme da face abaxial (EAB), da cuticula da face
abaxial da epiderme (CAB) e da espessura total da lamina (LT). As medigdes foram

realizadas em microscopio de luz Olympus BX 41 com ocular milimetrada. As espessuras
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foram definidas pela média de trés mensuracGes por folha. A espessura da cuticula foi
classificada conforme proposto por Morris et al. (1996): pouco espessa (menor que 3 pum);
moderadamente espessa (de 3-10 pum) e espessa (acima de 10 pm).

Para a andlise qualitativa dos limbos, 1aminas temporarias foram confeccionadas a
partir de cortes @ méo livre, corados com azul de astra e fucsina bésica e montados em
gelatina glicerinada; laminas permanentes foram preparadas a partir do material processado e
incluido em historresina (Leica®), segundo orientacdo do fabricante. As seccdes foram feitas
em micrétomo de rotacdo com navalha de a¢o, com 5 um de espessura. As laminas foram
coradas com azul de toluidina (O’BRIEN et al., 1964). As analises e a descri¢cdo do material
vegetal montado em lamina foram realizadas através de microscopio de luz Axio Lab Al da
Carl Zeiss, com camera digital AxioCam ERc 5s acoplada. O material foi documentado no
software AxioVision.

A descricdo das estruturas anatomicas foi realizada de acordo com Olatunji e Nengim
(1980); Pridgeon (1982); Stern et al. (2004); Stern e Carlsward (2009) e Stern (2014).

4.3.5 Testes histoquimicos

Testes histoquimicos foram realizados em folhas frescas de Z. maculatum e E.
secundum com os reagentes lugol (JENSEN, 1962), sudan Il (SASS, 1951), cloreto férrico
(JOHANSEN, 1940) e floroglucinol acidificado (FOSTER, 1949) e vermelho de ruténio
(LANGERON, 1949) para verificacdo de presenca de amido, substancias lipofilicas,

substancias fendlicas, lignina e mucilagem, respectivamente.

4.3.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de fotodiodo
(CLAE-DAD)

Para a analise quimica por CLAE-DAD foram coletadas trés folhas de trés
representantes de Z. maculatum e E. secundum em BA e AA (1
folha/individuo/fitofisionomia), inicialmente para uma investigacdo dos perfis
cromatograficos dessas espécies nas estacdes verdo e inverno de 2013. A partir dessa analise
preliminar, observou-se que Z. maculatum apresentou perfil cromatografico relevante em
relacdo a presenca de flavonoides e para esta espécie foram realizadas coletas em cada estacéo
do ano de 2014 nos meses de janeiro (verdo); maio (outono); julho (inverno) e outubro

(primavera).
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As folhas, apds as coletas, foram fracionadas, secas em estufa a 48°C, até atingirem
peso constante, pesadas em balanca analitica (AY 220, Marte) com ie = 0,001g, e submetidas a
extracdo com metanol P.A., sempre mantendo-se proporcdo de 100mg/ml, por trés vezes
consecutivas. O extrato bruto obtido ap6s evaporacdo do solvente foi submetido a CLAE,
com analise realizada pela Plataforma de Metodologia Analitica de Farmanguinhos
(FIOCRUZ-RJ).

Os extratos obtidos das amostras foram analisados no equipamento Shimadzu com
duas bombas LC-10A, desgaseificador DGU-12A, injetor automético SIL-10AD, forno de
colunas CTO-10A e detector por arranjo de diodos SPD-M10AVP. Os dados foram
adquiridos por interface SCL-10A. Aquisicdo de dados e controle pelo programa Shimadzu
CLASS-VP versdo 6.13 SP2. Foram injetados 5, 10 ou 20 uL de cada amostra em coluna
Supelcosil — C18- 25 cm x 4,6 mm — 5 um, na presenca de coluna guarda do tipo
supelcoguard, LC 18 — 2 cm. Foi utilizado um sistema com gradiente linear que consistiu de
uma fase movel: TFA 0,05% em 4gua, iniciando a 5% de acetonitrila e em 60 min chegando a
65% de acetonitrila, 65% a 100% de acetonitrila (60 — 70 min), mantendo os 100% até 80
min. Foi realizado um monitoramento utilizando-se o detector UV em varredura entre 200 a
400 nm, sendo selecionadas as leituras a 220, 270, 335 e 360 nm, das quais posteriormente foi

priorizado para comparagdo quimica o comprimento de onda a 335 nm.

4.3.7 Quantificacdo de Clorofilas

Para a quantificagdo das clorofilas e testes histoquimicos foram coletadas uma folha de
trés individuos de cada espécie (Z. maculatum e E. secundum) em cada fitofisionomia
estudada (1 folha/individuo/fitofisionomia). Para determinacdo e extracdo das concentracfes
de clorofilas a, b e carotenoides, foram retirados discos foliares de uma folha de cada trés
individuos com didmetro de 1,5 cm, pesados em balanca analitica de precisdo (Mettler Toledo
AB204-S) e macerados em 25 mL de acetona 80% (v/v). Em seguida, o extrato foi filtrado e
as leituras das absorbancias das amostras foram realizadas em cubetas com auxilio de
espectrofotobmetro (Femto 700S), considerando-se a densidade Otica medida em
comprimentos de onda de 663, 647 e 470 nm (LICHTENTHALER, 1987).
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4.3.8 Célculo do indice de plasticidade fenotipica

O indice de plasticidade fenotipica (IPF) foi calculado para cada uma das variaveis:
morfolégicas (m), anatdmicas (a) e fisioldgicas (f), e para cada grupo de varidveis (IP a, IP m
e IP f), para Z. maculatum e E. secundum, comparando-se baixa altitude e alta altitude, nas
estacdes verdo e inverno, de acordo com Valladares et al. (2000; 2006), onde: IPF = (maximo-
minimo)/maximo. O indice de plasticidade total para cada espécie foi calculado pela média
entre IPa, IPme IP f (VALLADARES et al., 2000).

O indice de plasticidade (IP) varia em uma escala de 0 a 1, sendo consideradas muito
plasticas as variaveis com IP > 0,6 e ndo plasticas, cujo IP é proximo de 0 (VALLADARES et
al., 2006).

4.3.9 Anélise Estatistica

Foram realizados os testes de Shapiro-Wilk, para averiguacao da distribuicdo normal
dos dados e o teste de Levenne para averiguagdo da homocedasticidade das amostras. Quando
a distribuicdo dos dados das amostras ndao foi normal e/ou as amostras dos grupos ndo foram
homogéneas, aplicou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (ZAR, 1984).

O nivel de significancia das variaveis quantitativas, morfoldgicas, anatdmicas,
fisioldgicas e quimicas de Z. maculatum e E. secundum e varidveis climaticas, radiacdo solar
global, temperatura, umidade relativa do ar e velocidade do vento, foi calculado para as
respectivas estacdes do ano separadamente e em conjunto, somando os dados das estaces,
pelo teste t-student a 5% de significancia. Os valores médios, respectivos desvios-padrao e
coeficientes de variacdo de todas as varidveis foram calculados. Todas as analises estatisticas
foram realizadas através do programa STATISTICA 7.0 (StatSoft ®).
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Afericdes climaticas

Conforme justificado e observado nos resultados do capitulo 2, as aferi¢cdes climaticas
do PEIB estiveram com amplitudes climaticas mais extremas que os dados obtidos na estagdo
climatologica da UFJF e as afericBes pontuais realizadas nas fitofisionomias (Thal 300),
tiveram amplitudes extremas, sendo coerentes e mantendo, na grande maioria das medicdes,
valores constantes, independente da época do ano, exceto na medi¢do de verdo onde houve
inversdo com maiores valores de temperatura em AA, provavelmente devido a também
inversdo desses valores para radiagao solar.

De forma geral, comparando-se as condic¢Ges climaticas registradas nas fitofisionomias
referentes a baixa e alta altitude, foi observado que a umidade relativa do ar e a velocidade do
vento apresentaram médias, 25,94% e 70,68%, respectivamente, maiores e estatisticamente
significativas na alta altitude. A varidvel luminosidade foi muito semelhante nos dois
ambientes e a temperatura do ar apresentou valor médio 20,92% superior na baixa altitude
(Figuras 1-5; Tabela 1).

Ao se compararem as estacfes do ano quanto a umidade relativa do ar, a Unica estagcdo
em que houve diferenca significativa entre os dois ambientes foi a primavera, com UR AR
26,84% maior na alta altitude. A velocidade do vento foi estatisticamente maior na alta
altitude em todas as estacdes (Tabela 1).

Comparando-se as medidas aferidas pelo aparelno Thal 300 com as medidas da
estacdo climatoldgica de Juiz de Fora, foi observado que os valores referentes a radiacdo nas
baixa e alta altitudes foram superiores aos registrados em Juiz de Fora (Figura 2).

Comparando-se os dados climaticos obtidos através do aparelho Thal 300 com os
dados fornecidos pelo PEIB e pela Universidade Federal de Juiz de Fora, quanto a
temperatura, umidade relativa do ar e velocidade do vento, observaram-se que os valores
médios aferidos pelo Thal 300 para temperatura, aproximaram-se das médias maximas do
PEIB e de Juiz de Fora; e para umidade aproximaram-se das médias minimas do PEIB. Ja a
velocidade do vento registrada pelo Thal 300, na alta altitude, foi pr6xima a média do PEIB, e
na baixa altitude, foi proxima ou inferior a de Juiz de Fora (Figuras 3, 4 e 5).

Dentre as quatro estacOes, as maiores medias para velocidade do vento e para umidade

relativa do ar foram observadas na alta altitude, no outono (Tabela 1).
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4.4.2 Descri¢do da morfologia externa e anatomia da lamina foliar

4.4.2.1 Zygopetalum maculatum (Kunth) Garay

Folha linear, plicada, glabra, com nervuras proeminentes, notéfila (38,19-46,42 cm?),
com &pice agudo e margem inteira (Figura 6C).

Em seccdo transversal, a folha apresenta cuticula moderadamente espessa em ambas as
faces da epiderme, sendo mais espessa na face adaxial. A epiderme € uniestratificada em
ambas as faces, com as células da face adaxial mais altas que as células da face abaxial
(Tabela 2; Figura 7A-B, D). Estbmatos situam-se em um mesmo nivel das demais células
epidérmicas. As células-guarda apresentam espessamento de cutina nas paredes voltadas para
a camara subestomatica. Cristas estomaticas ocorrem sobre o poro estomatico, formando uma
camara supraestomatica (Figura 7C). O mesofilo é homogéneo, constituido por
aproximadamente dez camadas de células de formato arredondado, com alguns espacos
intercelulares (Figura 7D).

Todos os feixes vasculares sdo colaterais e sdo margeados por células esclerificadas,
sendo que as localizadas nos polos dos feixes tendem a apresentar parede mais espessa. O
feixe vascular central € consideravelmente maior que os demais, ocupando toda a espessura
da folha. Os feixes vasculares colaterais de menor calibre séo alinhados na regido central do
mesofilo, pouco mais deslocados para a face abaxial da Idmina (Figura 7D).

A folha é hipoestomatica e atraves de corte paradérmico, observam-se estdmatos
tetraciticos, células epidérmicas com formato poligonal, alongadas no sentido do
comprimento foliar, e parede anticlinal reta em ambas as faces (Figura 7E-G).

4.4.2.2 Epidendrum secundum Jacq.

Folha eliptica-oblonga, carnosa, mais ou menos coriacea, glabra, microfila (2,25-20,25
cm?), com 4pice arredondado e margem inteira (Figura 6E).

Em seccdo transversal, a folha apresenta cuticula espessa na face adaxial e
moderadamente espessa na face abaxial. A epiderme é uniestratificada em ambas as faces,
com as células da face adaxial mais altas que as células da face abaxial. Estdmatos situam-se
em um mesmo nivel das demais células epidérmicas. Interna a epiderme ha, em ambas as
faces, uma hipoderme aquifera, constituida por células arredondadas a periclinalmente
alongadas. Fibras esclerenquimaticas interrompem a hipoderme em ambas as faces e

adentram o mesofilo na face abaxial (Tabela 3; Figura 7H, J). O mesofilo é homogéneo,
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constituido por aproximadamente quinze camadas de células alongadas anticlinalmente; suas
células apresentam-se entremeadas por idioblastos traqueoidais com espessamento lignificado
de parede secundaria em espiral, proximos a face abaxial da lamina foliar (Figura 71). Todos
os feixes vasculares sdo colaterais e estdo margeados por células esclerificadas e alinhados na
regido central do mesofilo, um pouco mais deslocados para a face adaxial da lamina.
Idioblastos traqueoidais proximos aos feixes vasculares apresentam espessamento lignificado
de parede secundaria reticulado (Figura 7H-1).

A folha é hipoestomética e, através de corte paradérmico, observam-se estdmatos
tetraciticos ou, raramente, anomociticos. As células epidérmicas apresentam parede anticlinal

reta em ambas as faces (Figura 7K-L).

4.4.3 Testes histoquimicos

Os testes histoquimicos foram positivos para substancias lipofilicas, destacando as
cuticulas em ambas as faces das folhas de Z. maculatum (Figura 7A-B) e E. secundum, e para
ligninas, observadas nas duas espécies, nos grupos de fibras margeando os feixes vasculares e,
em E. secundum, nos grupos de fibras entremeados a hipoderme de ambas as faces e nos

espessamentos de parede secundaria helicoidal dos idioblastos traqueoidais.

4.4.4 Producéo de metabolitos especiais

Dentre as diferentes substdncias detectadas a partir das analises no sistema
cromatografico empregado, destacou-se o grupo quimico dos flavonoides em Z. maculatum.
A figura 9 apresenta o0s espectros em UV dos quatros flavonoides detectados
majoritariamente. Epidendrum secundum néo apresentou perfil cromatogréafico relevante em
relagdo a substancias detectadas nas trés repeticoes dentre as fitofisionomias comparadas.

Comparando-se BA e AA, desconsiderando-se as épocas de coleta, foi encontrada
maior quantidade relativa de flavonoides detectados (ndo significativa) na BA para Z.
maculatum (Tabela 4).

Comparando-se a quantidade relativa de flavonoides, entre BA e AA, para Z.
maculatum, nas quatro estacdes analisadas, diferencas significativas foram observadas no
verdo e primavera, com maiores valores na BA, e no inverno, com maior valor na AA (Tabela
4).
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4.4.5 Respostas bidtico-quantitativas

Comparando-se as respostas obtidas para Z. maculatum e E. secundum nas BA e AA,
no verdo e inverno, constatou-se que cada uma dessas espécies apresentaram estratégias
diferenciadas quanto as varidveis morfoldgicas externas e anatdmicas, fisioldgicas e quimicas.
Né&o sendo possivel definir um padrao de resposta comum as duas espécies (Tabelas 2 e 3).

Comparando-se BA e AA em uma andlise geral, ou seja, aumentando-se 0 n amostral,
considerando-se os valores obtidos a partir das coletas de verdo e inverno, conjuntamente, Z.
maculatum e E. secundum apresentaram respostas similares para as variaveis: MF, TMS, CA
e GS; todas, com excecdo de TMS, com valores maiores e estatisticamente significativos na
AA.

Entre Z. maculatum e E. secundum, respectivamente, a MF foi significativamente
maior (16,49% e 46,56%) na AA; o CA foi significativamente maior (30,7% e 48,52%) na
AA; o GS foi significativamente maior (22,23% e 17,65%) na AA e o TMS foi
significativamente maior (27,67% e 20,39%) na BA.

Zygopetalum maculatum apresentou diferengas estatisticamente significativas, entre
BA e AA, além das anteriormente citadas, também para AFE, MFE, EAD, Cl a, Cl b e Cl t,
sendo AFE e MFE também significativamente diferentes nas duas estacfes. As variaveis MH
e EAB apresentaram diferencas significativas somente no verdo. As variaveis MS e LT
apresentaram diferencas significativas somente no inverno. Houve diferencas significativas
apenas nas estacoes verao e inverno para MS (Tabela 2).

Epidendrum secundum apresentou diferencas significativas entre BA e AA, além das
anteriormente citadas, também para MS, AF, HAD, HAB, EAB, CAB e DE, sendo AF
também significativamente diferente nas duas estacfes. A varidvel MFE apresentou
diferencas significativas somente no verdo. A variavel Cl t/carot apresentou diferengas
significativas somente no inverno. Houve diferencas significativas apenas no verao e inverno
para AFE, MH e LT (Tabela 3).

4.4.6 Indice de plasticidade fenotipica

Os resultados referentes ao calculo do indice de plasticidade fenotipica (IPF) para Z.
maculatum e E. secundum indicaram que as duas espécies apresentaram plasticidade

fenotipica semelhante para a média do IP dos trés grupos de varidveis analisadas
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(morfoldgicas, anatdmicas e fisioldgicas), com IP= 0,20 para Z. maculatum e IP= 0,28 para E.
secundum.

Comparando-se as duas espécies, quanto ao IP calculado para cada grupo de variavel,
E. secundum apresentou maiores valores para os trés grupos. Nas duas espécies, 0 grupo das
variaveis anatémicas foi 0 menos pléstico quando comparadas aos outros grupos de variaveis:
IPa<IP m<IPf. ParaZ. maculatum, o IP a foi considerado nédo plastico (IP a < 0,1).

As duas espécies apresentaram semelhancas quanto ao numero de varidveis nao
plasticas (com IP < 0,1), sendo elas: MH, LT e CI t/carot para Z. maculatum; AFE e ADE
para E. secundum, e CAD, EAB e DE em comum para as duas espécies (Tabela 5).

4.5 DISCUSSAO

As condicbes climaticas constatadas nesta pesquisa foram semelhantes a encontradas
em um amplo estudo sobre o clima da area da Serra do Ibitipoca, realizado por Rodela e
Tarifa (2002), no qual observou-se que em regies acima de 1.500 m de altitude, onde se
localizam as chamadas escarpas de anticlinais, neste trabalho representadas pela
fitofisionomia campina nebular (AA), ocorrem ventos intensos e descendentes, que
contribuem com menores temperaturas e diminuicdo da nebulosidade, esta Gltima contraria
ao observado no presente trabalho. A presenca de fortes rajadas de vento na alta altitude,
especialmente registradas no outono (Tabela 1 e Figura 3), estdo associadas a maior umidade
relativa do ar também observada nesta estacdo (Tabela 1), condi¢do também relatada em um
estudo com Orchidaceae no Parque Estadual da Serra do Brigadeiro que, assim como o PEIB,
faz parte do complexo serrano da Mantiqueira (BENITES et al., 2003; SILVA et al., 2006).

A condicdo edafica também é um importante fator a se considerar nas respostas
apresentadas por Z. maculatum e E. secundum, uma vez que ambas apresentam habito
terricola. Na BA, as orquideas se desenvolveram diretamente sobre rochas quartiziticas
macigas ou em processo de intemperismo fisico. Na AA, elas encontravam-se em solo do tipo
Cambissolo alico Th A moderado relevo forte ondulado sob campo rupestre substrato
quartzito, caracterizado como um solo pouco desenvolvido, com horizonte B cambico,
quimicamente pobre e pouco floculado, com presenca de quartzo e caulinita (ROCHA, 2013).
Mesmo que esse solo apresente elementos que contribuam para escoamento superficial da

agua (SARTORI et al., 2005), as plantas da AA tém acesso a maior umidade proveniente
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desse substrato, por causa da disponibilidade de &gua das chuvas da época do verdo (SILVA
et al., 2006).

Dessa forma, em BA, as condi¢bes climaticas, representadas, principalmente, pela
menor umidade relativa do ar, e edéaficas, representadas pelo crescimento dessas orquideas
diretamente nos afloramentos rochosos, permitem considerar essa fitofisionomia mais xérica
em relacdo a AA. Os altos valores para velocidade do vento na AA poderiam supor maior
déficit hidrico, porém o aumento da velocidade do vento foi proporcional ao aumento da
umidade relativa do ar, permitindo inferir que o vento contribui mais para difundir a
nebulosidade do que como uma massa seca, que poderia retirar umidade das plantas.

Epidendrum secundum apresentou-se mais xeromorfa que Z. maculatum, sendo 0s
caracteres que permitiram tal observacdo presentes, independe da fitofisionomia em que
habitava. Esses caracteres se expressaram morfologicamente pelo tamanho reduzido das
folhas (microfilas) e & espessura da lamina foliar (Tabelas 3 e ); e, anatomicamente pela
espessura da cuticula da face adaxial da epiderme, hipoderme em ambas as faces entremeada
por grupos de fibras e mesofilo homogéneo espesso portador de idioblastos traqueoidais. As
folhas das plantas que se desenvolvem em solos arenosos e bem drenados tendem a apresentar
menor area foliar, aumento da espessura da lamina e hipoderme (TANNER; KAPOS, 1982;
TURNER et al., 1995) como respostas aos processos de lixiviacdo, que acarretam, além de
pouca disponibilidade de agua, menor contetdo de nutrientes (TURNER et al., 1995;
BOEGER; WISNIEWSKI, 2002).

Estudos em diferentes localidades com E. secundum consideraram sua cuticula
sempre espessa (SILVA et al., 2006; MOREIRA et al., 2013), como observado no presente
trabalho, o que parece ser um carater taxonémico para a espécie. Em E. secundum, 0s grupos
de fibras proximos as faces da folha também foram observados nessa mesma regido em folhas
das orquideas Miltonia regnellii (Lindl.) Rchb. f. (DETTKE et al., 2008), Cattleya walkeriana
Gardn. (SILVA; MILANEZE-GUTIERRE, 2004) e em E. secundum estudada por Moreira et
al. (2003) e Silva et al. (2006). Esses grupos de fibras auxiliam no suporte mecanico da folha,
e sua presenca é comum nos membros de Orchidaceae (SILVA et al., 2006), havendo, porém
excecdes, como em Z. maculatum.

Mesofilo espesso e portador de idioblastos com paredes secundarias espessadas,
observado em E. secundum, geralmente esta relacionado a suculéncia foliar, que, por sua vez,
associa-se ao metabolismo &cido das crassulaceas (CAM). Nesse sentido, no presente estudo é

suposta a ocorréncia desse tipo de fotossintese com base apenas em aspectos anatbmicos o
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que corrobora o estudo de Moreira et al. (2013), que indicam que essa espécie apresenta todo
0 aparato estrutural que propicia esse tipo alternativo de metabolismo fotossintético.

Idioblastos traqueoidais, observados no parénquima das folhas de E. secundum, sdo
células comumente encontradas no mesofilo e que apresentam parede secundéria espessada de
forma anelar, espiral, pontuada ou reticulada (FOSTER, 1956; WITHNER et al., 1974), com
formato que varia de globoso, ovoide, elipsoide a cilindrico ou alongado. Essas células ndo
apresentam nenhuma relacdo com as células do sistema vascular, sendo essa denominacao
devida apenas a sua semelhanca com os traqueides (OLATUNJI; NENGIM, 1980). Sua
ocorréncia para algumas espécies de Epidendrum sp. foi inicialmente registrada por Pirwitz
(1931) e, assim, como neste trabalho, encontradas por Moreira et al. (2013) para E. secundum.
Contudo, de acordo com esta Ultima citacdo, E. secundum possuiu habito epifitico e
idioblastos traqueoidais com espessamento reticulado, em contrapartida, no presente trabalho,
0 habito dessa mesma espécie foi terricola e o espessamento de seus idioblastos foi espiralado
e reticulado apenas quando estes estavam associados dos feixes vasculares.

Em um trabalho sobre ocorréncia e distribuicdo de elementos traqueoidais em 88
espécies de orquideas do Oeste da Africa, constatou-se para todas as espécies que eram
epifitas a presenca dessas estruturas, relacionando-se sua ocorréncia a habitats secos, nos
quais a conservacao e retencdo de agua podem ser cruciais. Esses elementos provem suporte
mecanico ao tecido parenquimatico ao redor deles e a parede secundaria espessada auxilia na
prevencdo contra o colapso das células nos periodos de seca intensa, quando a probabilidade
de dessecacdo &€ maior (OLATUNJI; NENGIM, 1980). Apesar de os individuos de E.
secundum investigados neste trabalho serem todos terricolas, em contrapartida as orquideas
epifitas daquele trabalho em que se detectou idioblastos traqueoidais, eles estavam igualmente
sujeitos a escassez de agua nos substratos em que habitavam no PEIB.

Em contrapartida aos caracteres xeromorfos citados para E. secundum, que parecem
apresentar uma menor amplitude fenotipica, nas duas espécies estudadas no presente trabalho
ocorreram respostas quanto ao maior déficit hidrico constatado na BA, a nivel morfoldgico,
anatdmico e fisiologico. Esta consideracdo auxiliou na compreensao de que Z. maculatum e E.
secundum apresentaram adaptacdes foliares semelhantes, e uma relagdo de proporcionalidade,
guanto a variaveis: MF, CA e GS, e de E. secundum apresentar HAD, MH e HAB, todas
significativamente menores na BA.

A entrada de agua nas plantas ocorre por absorcdo através da superficie do vegetal,
embora em maior parte seja proveniente do solo (PAIVA; OLIVEIRA, 2006).

Aparentemente, na AA, as maiores ofertas de agua no ar atmosférico e no solo, capacitaram
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as folhas desse ambiente a armazenarem mais agua, pela expanséao celular e pelo aumento de
camadas de células armazenadoras de agua, resultando em maior quantidade de biomassa
verde (MF), uma vez que cerca de 80 a 90% da massa fresca de uma planta herbacea, como é
0 caso das espécies estudadas no presente trabalho, sdo representados pela dgua (SILVA,
FREITAS, 1998). Assim, os maiores valores para MF na AA, associados as maiores
espessuras da EAD em Z. maculatum e das HAD, HAB e MH em E. secundum, indicaram,
também, maior GS, como um fator adicional de prevencdo aos ventos mais intensos na AA e
sua possivel influéncia no aumento das taxas de evaporacdo nas superficies foliares
(KORNER, 2007).

Dessa forma, a maior disponibilidade hidrica na AA favoreceu o desenvolvimento
celular da EAD em Z. maculatum (Tabela 2), resultando em células mais volumosas (FEI et
al., 1999) e mais altas, devido ao maior acimulo de agua (KURZWEIL et al., 1994). Outra
possibilidade para esse aumento na espessura da epiderme é a relacdo que se estabelece como
um fator de prevencdo a perda de agua (MELO JUNIOR et al., 2012), possivelmente por
causa dos ventos mais intensos na AA. Em contrapartida, um menor volume celular parece ser
a principal resposta a condi¢do de maior déficit hidrico (CUTLER et al., 1977), caracteristica
da baixa altitude, pois células menores apresentam maior resisténcia a pressao negativa de
turgor (FAHN; CUTLER, 1992) devido a maior elasticidade (CASTRO-JIMENEZ et al.,
1989). Em um estudo de anatomia foliar em resposta a adaptacdo a seca de varias
eudicotiledéneas nas regides do Tibet e da Mongolia, observou-se que o volume das células
do mesofilo foi a varidvel que estatisticamente mais se modificou entre os ambientes
estudados, apresentando-se duas vezes menor nas regides aridas que compreendem o Planalto
Interior da Mongdlia em relacdo as frias regides Tibetanas (MA et al., 2012). A densidade
estomatica maior e estatisticamente significativa para E. secundum na BA, provavelmente
ocorreu em resposta as condi¢cBes mais xéricas enfrentadas nesse ambiente em comparacgéo
com a alta altitude. Essa resposta adaptativa € uma estratégia adotada para reduzir a
transpiracdo sob condi¢Ges de menor disponibilidade de agua (SANTIAGO et al., 2001;
SOUZA et al., 2007; CASTRO et al., 2009), pois aumentando-se 0 numero de estdmatos de
menores dimensdo, o tempo de abertura dos mesmos pode ser reduzido, minimizando a perda
de &gua na forma de vapor, sem comprometimento da eficiéncia fotossintética foliar
(EVANS; POORTER, 2001).

Além das varidveis anteriormente comentadas, que foram comuns a ambas espécies,

0s maiores valores apresentados por Z. maculatum para AFE, ADE, Cla,ClbeClt,naAAe
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para MFE na BA, também relacionam-se as diferentes disponibilidades hidricas nesses
ambientes.

AFE é uma relagdo inversa ao indice de esclerofilia (MFE). Assim, o maior valor para
MFE na BA corresponde a um maior investimento de tecido esclerenquimatico, que confere
maior resisténcia mecénica a folha em casos de desidratacdo (BONATES, 1993; PRIDGEON,
1994; OLIVEIRA; SAJO, 1999; STERN; CARLSWARD, 2004), sendo essa caracteristica
producéo vantajosa contra a perda de agua (YENTUR, 2003).

Os menores contetidos de Cl a, Cl b e Cl t sdo uma resposta fisioldgica relacionada
também ao menor contetdo de agua presente nas folhas das plantas crescidas na BA, dados
corroborados por um estudo realizado na Turquia em que, para se verificar o efeito do déficit
hidrico numa espécie de soja, as plantas foram cultivadas em regides aridas, verificando-se
que quando a irrigacdo foi suspensa por dez dias, o conteddo de clorofila total diminuiu
significativamente, em resposta ao menor potencial hidrico presente nas folhas (MAKBUL et
al., 2011). Tal condicao permite inferir que ha correlagéo entre a producdo de biomassa foliar,
teor de clorofilas e taxa fotossintética (TAIZ; ZEIGER, 2009), que aparentemente foram
maiores no presente estudo na AA, devido a maior disponibilidade hidrica (WACHOWICZ et
al., 2002).

O aumento em MS na AA pode relacionar-se também a uma maior AF, uma
consequéncia da maior producdo de MF, proporcionada pela maior disponibilidade de agua
nessa fitofisionomia. Sabe-se que as plantas, para melhor se estabelecerem num ambiente,
podem adotar diferentes estratégias de alocacdo de biomassa, ou taxa liquida de carbono, seja
expandindo a lamina foliar ou investindo em tecido de suporte (LI et al., 2008), sendo que, no
caso de E. secundum, os dois fatores aconteceram, ou seja, a folha se tornou mais ampla e
teve maior investimento em esclerénquima para sustenta-la. Exemplo parecido ocorreu em um
estudo relacionado a respostas adaptativas da vegetagcdo ao longo de um gradiente de altitude,
variando ente 350 m a 1506 m, conduzido na reserva Mt. Tianmu Nature, na China, no qual
observou-se uma relacdo positiva entre a massa e a area foliar, com valores significativamente
maiores na altitude mais elevada, sujeita a ventos mais fortes, uma vez que as folhas maiores
direcionaram maior fracdo de alocacdo de biomassa para a construcdo de tecidos de suporte
da lamina, proporcionando estabilidade mecanica (PAN et al., 2013).

Maiores EAB e CAB, na BA para E. secundum, indicam, respectivamente,
possibilidade de maior acumulo de agua e prevencao contra perda de agua pela face abaxial
da folha, conferindo protecdo adicional também aos estdmatos, uma vez que se trata de folha
hipoestomatica.
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Além dos investimentos estruturais decorrentes do metabolismo primério, comentados
anteriormente, as plantas podem produzir flavonoides, dentre outras substancias do
metabolismo especial ou secundario, em resposta a protecdo contra o estresse oxidativo e
contra a formacdo de radicais livres de oxigénio (GOTLIEB et al., 1996) ou ainda, dentre
outros, como resposta especifica a condi¢des estressantes edaficas e climéaticas (YAMASAKI
etal., 1997; GOBBO NETO; LOPES, 2007;).

A correlacdo positiva que geralmente se estabelece entre altitude e producdo de
substancias fenodlicas é devido a maior susceptibilidade das plantas & radiacdo UV em
altitudes maiores, o que desencadeia, normalmente, a producdo de flavonoides (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007). Entretanto, ndo houve diferenca significativa na quantidade de
radiacdo solar aferida no presente estudo entre as duas altitudes, o que pode explicar a
auséncia de diferencas nos teores relativos de flavonoides produzidos pelas folhas de Z.
maculatum nas fitofisionomias estudadas na analise geral. Fato também confirmado em um
estudo com Fagus sylvatica L. (Fagaceae), situada em diferentes altitudes da Montanha
Hruby Jesenik, na Republica Tcheca (RAJSNEROVA et al., 2015). Conforme estes autores,
maiores taxas fotossintéticas tendem a acarretar maiores teores de flavonoides, entretanto, no
presente estudo os maiores teores de clorofilas a, b e total, que poderiam acarretar aumento da
taxa fotossintética em Z. maculatum em AA, ou seja, aumento do metabolismo primario, néo
foi significativo e consequentemente ndo geraram diferencas nos teores relativos de
flavonoides, comparando as duas fitofisionomias.

Diferente de Z. maculatum, para E. secundum ndo foram detectados derivados
flavonoidicos no sistema cromatografico empregado no presente trabalho, resultado também
encontrado em avaliacdo histoquimica de E. secundum, espécie epifitica em ambientes de
florestas nebulares de campos rupestres da Serra da Piedade, Brasil, demonstrando que essa
espécie ndo apresentou plasticidade fenotipica com base na producdo desse grupo quimico
(MOREIRA et al., 2013).

Os resultados encontrados mostraram que E. secundum e Z. maculatum investiram
em estratégias de sobrevivéncia especificas para enfrentar as diferencas abidticas entre as
duas fitofisionomias. Zygopetalum maculatum, com plasticidade morfoldgica e anatémica
menor que E. secundum, investiu, adicionalmente, em respostas quimicas, uma vez que 0
carbono pode ser redirecionado da rota de sintese de metabdlitos primarios para a sintese de
metabolitos secundarios, por exemplo flavonoides, como uma defesa ao déficit hidrico
(KIRAKOSYAN et al., 2004; ABREU; MAZZAFERA, 2005).
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Na interpretacdo do metabolismo especial como mecanismo de defesa, hé autores que
citam que a planta priorizara o metabolismo primario (crescimento vegetativo em condicdes
ambientais propicias) ou priorizard a defesa quimica (condi¢cbes ambientais desfavoraveis ao
crescimento) (BROWN JR., 1988; GOBBO-NETO, 2007). Na analise geral, a maior
quantidade relativa de flavonoides (ndo significativa) foi observada em BA. Nessa mesma
analise geral, os fatores climaticos que apresentaram diferencas significativas foram umidade
e velocidade do vento, maiores em AA (0 vento associado a nebulosidade). Portanto, a
producdo de flavonoides esteve coerentemente relacionada com condi¢bes ambientais
desfavoraveis ao crescimento, corroborado com 0s autores acima citados. Alguns trabalhos
mostraram influéncia significativa da disponibilidade hidrica na producdo de flavonoides,
sendo que, na literatura ndo ha consenso se essa condi¢do aumenta ou reduz a sua sintese pela
planta. Em Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) em condigdes de déficit hidrico antes da
colheita, constatou-se que a escassez de agua contribuiu para um decréscimo na sintese destes
constituintes (ALVARENGA et al., 2011). Por outro lado, a deficiéncia hidrica causou, nas
folhas de Crataegus laevigata (Poir.) DC. (Rosaceae), aumento nas concentra¢fes dos
flavonoides vitexina, hiperosideo e rutina (KIRAKOSYAN et al., 2004).

4.6 CONSIDERACOES

A relativa abundancia com que essas espécies foram encontradas nas fitofisionomias
estudadas no PEIB indica que elas estdo bem adaptadas ao clima e ao solo locais. Epidendrum
secundum apresentou valor mais elevado de plasticidade fenotipica para um maior nimero de
variaveis em relacdo a Z. maculatum, e esse resultado é corroborado pela maior amplitude de

distribuicdo geografica registrada para E. secundum.
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Figura 1. A-B. Condicdes climaticas do Parque Estadual do Ibitipoca, relativas a velocidade do vento e a umidade, respectivamente, aferidas em quatro
estacdes do ano, durante o periodo de julho de 2013 a maio de 2014. BA= baixa altitude e AA = alta altitude

Tabela 1- Valores médios, respectivos desvios-padrao (entre parénteses) e coeficientes de variacdo das variaveis ambientais, luminosidade (LUM - ummol. m’
2 s, temperatura (TEMP - °C), umidade relativa do ar (UMID - % RH) e velocidade do vento (VEL V — m/s) (n=3), nas fitofisionomias, baixa altitude (BA)
e alta altitude (AA), nas estagdes verdo, outono, inverno e primavera. Letras diferentes para cada estagdo e para a mesma variavel por linha significam que os

valoressao estatisticamente significativos (p<0,05)

BA werko CV% | AAwerio |CV%| BAouwono ([CV%| AAouwtono |CV%| BAmvemo |CV¥%| AAmvemo [CV¥%| BA primavers [CV%| AA pnmavera |CV%

17566 (= 136225 (% 173366 (2414.58) 166475 (£ 15325
LUM 178566 (£37123) a) 021 |1985 (215 &) 000 [19915 (2735 4| 0 1950 (£ 30 & | 003 6D 8 02 4775 » 0.z N 024 N 011
TEMFP | 3736 (21105 a | 029 (346 (251 a| 015 | O (2480 a |017| 192 (2TD e |038| ZIE (32N |015] 2 @Eidae (07| 3313 F30M e (012 NBEE0H [003
UMID | 3366 (2158T) a | 047 (307 (26T) o 007 | 3773 (£727) o |009) S50 (17T o | 032 (3773 (2829 a |02 ) 510 (2175 o (034 006 2774 a (019 5475 (2129 b | 002
VEL V| 039 (x033)a 036 |276 000 b 001 | 26 (21T a |062| P4CcElDNb | 002 13307 a |01 [ 5051750 |02 142015 a |08 A6l b 033
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Figura 2. Comparagdo da radiagéo solar global entre Juiz de Fora e os locais de estudo no Parque
Estadual do Ibitipoca, baixa altitude (BA) e alta altitude (AA) entre julho de 2013 a maio de 2014
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Figura 3. Comparacéo da temperatura entre Juiz de Fora e os locais de estudo no Parque Estadual do
Ibitipoca, baixa altitude (BA) e alta altitude (AA) entre julho de 2013 a maio de 2014
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Figura 4. Comparagdo da umidade relativa do ar entre Juiz de Fora e os locais de estudo no Parque
Estadual do Ibitipoca, baixa altitude (BA) e alta altitude (AA) entre julho de 2013 a maio de 2014
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Figura 6. A. Aspecto geral Baixa Altitude (BA) e B. Aspecto geral Alta Altitude (AA) do PEIB. C e D. Habito e detalhe da flor de Zygopetalum maculatum,
respectivamente; E e F. Habito e detalhe da flor de Epidendrum secundum, respectivamente
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Figura 7. A-G. Zygopetalum maculatum (Kunth) Garay. A-C. Cortes transversais da lamina foliar mostrando cuticula destacada por Sudan IlI. C. Detalhe do
estdbmato. D. Corte transversal da lamina foliar corado com azul de astra e fucsina basica. E-G. Face adaxial (E) e abaxial (F-G) da lamina foliar em vista
paradérmica, corados com fucsina basica. H-L. Epidendrum secundum Jacg. H-J. Cortes transversais da lamina foliar corados com azul de astra e fucsina
bésica. K e L. Face adaxial (K) e abaxial (L) da lamina foliar em vista paradérmica, coradas com fucsina bésica. EAD= face adaxial da epiderme; HAD=
hipoderme da face adaxial; MH= mesofilo homogéneo; EAB= face abaxial da epiderme; Fv= Feixe vascular; X= xilema; F= floema; Fi = fibras; ES= espaco
intercelular; seta preta= cuticula; cabeca de seta preta= espessamento parietal na regido de contato entre as células guarda; seta branca= idioblasto com
spessamento lignificado de parede secundaria em espiral; cabeca de seta branca= espessamento reticulado secundario de idioblasto traqueodal; *=
espessamento de cutina. Barras de escalas: A, B, D e H=150 um; C, G, 1 e J=100 um; E, F, Ke L=75 um
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Tabela 2 - Valores médios, respectivos desvios-padrdo (entre parénteses) e coeficientes de variacdo das caracteristicas morfoldgicas (n=30), anatémicas
(n=90) e clorofilas (n=3) das folhas de Zygopetalum maculatum nas diferentes fitofisionomias do Parque Estadual do Ibitipoca na baixa altitude (BA) e alta
altitude (AA), nas estacdes do ano: verdo (V) e inverno (I). MF: massa fresca; MS: massa seca; TMS= teor de matéria seca; CA= contelido de agua; AF: area
foliar; AFE: &rea foliar especifica; MEF: massa especifica foliar; GS: grau de suculéncia; espessuras (um) das CAD: cuticula da face adaxial da epiderme;
EAD: face adaxial da epiderme; HAD: hipoderme da face adaxial; MH: mesofilo homogéneo; EAB: face abaxial da epiderme; CAB: cuticula da face abaxial;
LT: lIamina total; DE: densidade estomatica; concentracBes de clorofila a: cl a; clorofila b: cl b; clorofila total: cl t; clorofila a/b: cl a/b; carotenoides: Carot e

clorofila total/carotenoides: cl t/carot. Letras diferentes para a mesma variavel/ linha significam que os valores sdo estatisticamente significativos (p< 0,05)

BAV CV (%) AAV CV (%) BAI CV (%) AAI CV (%) BA CV (%) AA CV (%) | IP
MF 475 (£2,84) a 0,60 475 (x2,19)a 0,46 459 (x1,18) a 0,26 6,43 (+2,01)b 0,31 467 (*011)a 0,02 559 (+1,19) b 021 [037
MS 223 (x16)a 0,71 1,02 (+£0,84) b 0,82 1,67 (£0,85)a 0,51 2,33(x1,06) b 0,46 195(x14)a 0,20 1,68 (£0,93)a 0,55 0,43
TMS 4420 (+10,49) a 0,24 20,18 (£8,334) b 0,41 3591 (x14,44)a 04 37,78 (x1585)a | 042 40,06 (+5,86) a 0,15 28,98 (+12,45) b 043 | 042
CA 39,44 (£1,32) a 0,54 3,73(x164)b 0,44 2,92 (£0,97)a 0,33 41(x186)b 0,45 21,18 (+ 25,82) a 1,22 3,92 (£ 0,26) b 0,07 0,38
AF 39,44 (£ 16,25) a 041 | 4642 (x1955)a | 042 | 36,95(x1452)a | 039 | 40,88(x11,85)a | 0,29 38,20 (£1,76) a 0,05 43,65 (£3,92) a 0,09 | 0,37
AFE 0,06 (+23,45) a 0,89 56,09 (+17,44) b 0,31 25,41 (£ 9,93) a 0,39 19,59 (£ 6,55) b 0,33 12,74 (£ 17,93) a 1,41 37,84 (£ 25,81) b 0,68 0,46
MFE 252(x0,04) a 0,66 0,02 (x0,01) b 0,48 0,05 (£ 0,02) a 0,5 0,06 (£0,02) a 0,33 129 (x175a 1,36 0,04 ( 0,03)b 0,71 | 0,42
GS 2,74 (x252)a 1,09 0,08 (+0,03) b 0,35 0,07 (£0,02) a 0,05 1051 (x4,2)a 38 141 (x1,389)a 1,34 53(+7,38)b 139 [008
PIm 0,13
CAD 5,00 (+0,66) a 0,13 533 (+2,34) a 0,44 5,50 (+ 1,02) a 0,18 5,17 (+0,91) a 0,18 5,25 (+ 0,35) a 0,07 5,25 (+0,11) b 0,02 | 037
EAD 24,67 (+7,65) a 0,31 26,00 (+4,98) a 0,19 27(£6,8)a 0,25 31,50 (£ 6,78) b 0,22 25,84 (£ 1,65) a 0,06 28,75 (£3,89) b 0,14 0,11
MH 530,33 (£ 138,72)a | 0,26 | 46350 (£66,7)b | 014 | 50158 (£82,28)a | 0,16 | 51817 (x595)a | 011 | 51596 (x20,33)a | 0,04 | 490,84 (+38,66)a | 0,08 | 0,07
EAB 15,67 (£ 3,65) a 0,23 18,17 (£2,78) b 0,15 19,75 (£ 3,24) a 0,16 20,33 (+3,7) a 0,18 17,71 (£ 2,88) a 0,16 19,25 (£ 1,53) a 0,08 0,10
CAB 3,83 (x127)a 0,33 3,92 (+1,26)a 0,32 4,50 (£ 4) 0,9 3,17 (£ 1,12) 0,36 417 (£0,47) a 0,11 3,55 (+ 0,53) a 0,15 | 0,26
LT 579,50 (£ 141.22)a | 0724 516,92 (£ 68) a 0,13 | 558,33 (£8345)a | 015 | 57833 (x6154)b | 011 | 568,92 (x14,97)a | 003 | 547,63 (x4342)a | 0,08 | 0,02
DE 7,33 (+1,45) a 0,20 74(+138)a 0,19 7,79 (+1,11)a 0,14 7,03 (+1,33) a 0,19 7,56 (+0,33) a 0,04 7,22 (£0,26) a 0,04 | 024
Pl a 0,12
Cla 0,42 (+0,24) a 0,58 0,74 (£ 0,06) a 0,08 0,54 (x0,03) a 0,06 0,82(x0,12) a 0,15 0,48 (x0,08) a 0,18 0,78 (+0,06) b 0,07 | 0,09
Clb 0,34 (x0,2) a 0,60 0,65 (x£0,21) a 0,33 0,25 (x0) a 0,01 0,48 (£0,19) a 0,40 0,30 (+ 0,06) a 0,22 0,57 (£0,12) b 0,21 0,32
Clt 0,76 (+0,42) a 0,56 1,39 (+0,23) a 0,17 0,79 (+0,04) a 0,05 1,30 (+0,31) a 0,24 0,78 (+0,02) a 0,03 1,35 (+0,06) b 0,05 | 0,06
Clalb 141(x0,74) a 0,53 1,24 (£0,48) a 0,39 2,20 (x0,11) a 0,05 1,83 (£042)a 0,23 1,81 (£ 0,56) a 0,31 154 (£0,42) a 0,27 | 0,36
Carot 0,25 (£0,74) a 0,40 0,41 (£0,08) a 0,21 0,15(x0,1) a 0,06 0,26 (£ 0,01) a 0,04 0,20 (x0,07) a 0,35 0,34(x0,11)a 0,32 0,13
Cl t/Carot 3,18 (+1,38) a 0,43 3,54 (£1,08) a 0,30 511(x0,7)a 0,01 5,09 (£1,44) a 0,28 4,15 (£1,36) a 0,33 432(x01)a 0,25 0,11
Pl f 0,18
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Tabela 3 - Valores médios, respectivos desvios-padrdo (entre parénteses) e coeficientes de variacdo das caracteristicas morfoldgicas (n=30), anatémicas
(n=90) e clorofilas (n=3) das folhas de Epidendrum secundum nas diferentes fitofisionomias do Parque Estadual do Ibitipoca na baixa altitude (BA) e alta
altitude (AA), nas estacdes do ano: verdo (V) e inverno (I). MF: massa fresca; MS: massa seca; TMS= teor de matéria seca; CA= conteldo de agua; AF: area
foliar; AFE: &rea foliar especifica; MEF: massa especifica foliar; GS: grau de suculéncia; espessuras (um) das CAD: cuticula da face adaxial da epiderme;
EAD: face adaxial da epiderme; HAD: hipoderme da face adaxial; MH: mesofilo homogéneo; EAB: face abaxial da epiderme; CAB: cuticula da face abaxial;
LT: lIamina total; DE: densidade estomatica; concentracBes de clorofila a: cl a; clorofila b: cl b; clorofila total: cl t; clorofila a/b: cl a/b; carotenoides: Carot e

clorofila total/carotenoides: cl t/carot. Letras diferentes para a mesma variavel/ linha significam que os valores sdo estatisticamente significativos (p< 0,05)

CcVv CcVv Ccv CcVv CcVv CV
BAV ) AAV ) BA I ) AA | ) BA %) AA ) IP
MF 0,64 (£0,33) a 0,51 1,16 (£ 0,53) a 0,46 0,61 (£0,28) a 0,48 1,17 (£0,7) a 0,59 0,63 (x0,02) a 0,03 1,17 (£0,01) a 0,01 | 0,37
MS 0,12 (+0,09) a 0,77 0,13 (x0,05) a 038 0,08 (x0,03) a 0,42 0,16 (£0,15) a 0,98 0,10 (x0,03) a 0,28 0,15 (+0,02) b 015 | 043
TMS 17,32 (£8,29) a 0,48 11,78 (£3,6) a 0,31 13,59 (£3,21) a 0,24 12,83 (x341)a 0,27 15,46(+ 2,64) a 0,17 12,31 (£ 0,74) a 0,06 0,42
CA 0,52 (+0,26) a 0,51 103 (x123)a 0,47 0,53 (+0,26) a 0,48 1,01 (£ 0,55)a 0,55 0,53 (£0,01) a 0,01 1,02 (x0,01) a 0,01 | 038
AF 2,11 (x1,37)a 0,65 3,16 (£ 6,38) a 0,39 3,76 (£ 1,24) a 0,33 6,78 (+2,82) b 0,42 294 (x117)a 0,40 4,97 (£2,56) b 052 | 037
AFE 34,83 (x5,84)a 1,6 24,94(x 0,01) a 0,26 50,26 (+ 12,95) a 0,26 52,18 (+15,89) b 0,3 | 42,55( 1091)a | 026 | 38,56 (x19,26)a | 050 | 0,46
MFE 032(+x081)a 2,49 0,04(+048) b 0,29 0,02 (x0,01) a 0,28 0,02 (x0,01) a 0,43 0,17 (x021) a 1,25 0,03 (£0,01) a 047 | 042
GS 0,24 (£0,02) a 0,11 0,32 (+0,06) a 0,03 0,14 (£0,01) a 0,07 0,14 (+ 0,007) a 0,05 0,19 (+0,07) a 0,37 0,23 (0,13) a 0,55 0,08
PIm 0,13
CAD 14,42 (+3,92) a 0,27 14,17 (+4,52) a 0,32 14,25 (+ 3,09) a 0,22 13,17 (x3,14) a 0,24 14,34 (+ 0,12) 0,01 13,67 (t0,71) a 0,05 | 0,37
EAD 21,42 (£4,94) a 0,23 20,42 (£ 4,83) a 0,24 22,33 (x44) a 0,20 21,50 (+ 3,86) a 0,18 21,88 (+ 0,64) 0,03 20,96 (£ 0,76) a 0,04 0,11
HAD 61,17 (+19,19) a 0,31 74,00 (+ 20,23) a 0,27 47,25 (x1754)a 0,37 63,08 (+30,54) a 0,48 54,21(+9,84) a 0,18 68,54 (+7,72) b 011 | 001
MH 1483,83 (ai 332,78) 0,22 1668,83 % 320,11) 019 1533,83 (ai 369,05) 0,24 1687,83 (bi- 332,84) 020 1508,83 é(11 35,36) 0,02 1678,33 éi 13,44) 001 007
HAB 5133 (£17,22) a 0,34 77,50 (+ 16,33) a 0,21 53,25 (+ 28,97) a 0,54 52,92 (+21,82) a 0,41 52,29 (+ 1,36) a 0,03 | 6521 (x17,38)a | 027 | 012
EAB 17,58 (£4,07) a 0,23 16,25 (£ 4,54) a 0,28 20,92 (+4,8) a 0,23 18,67 (£ 3,92) a 0,21 19,25 (£ 2,36) a 0,12 1746 (1,71 b 0,10 0,10
CAB 7,75 (£3,03) a 0,39 708 (£335a 0,47 7,08 (x2,55) a 0,36 575 (x1,34) a 0,23 742 (x0,47) b 0,06 6,42 (£0,94) a 015 | 026
LT 1657,50 (air 333,47) 0,20 1878,25 % 336,23) 018 1698,92 (ai 365,82) 022 1862,92 (bt 321, 98) 017 1678,215_r 29,29) 0,02 1870,59;1 10,84) 0,01 0,02
DE 733 (x145)a 0,2 7.4 (£ 1,38) 0,19 6,97 (£ 0,89) a 0,13 5,97 (+0,23) a 0,19 7,15 (£ 0,25) a 0,04 6,69 (+ 1,01) a 0,15 | 0,24
Pl a 0,12
Cla 0,16 (+0,01) a 0,08 0,08 (x0,01) a 0,16 0,14 (£ 0,09) a 0,65 0,16 (£ 0,04) a 0,22 0,15(x0,01) a 0,09 0,12 (£ 0,06) a 0,47 0,09
Clb 0,07 (+0,01) a 0,19 0,02 (£0,02) a 0,97 0,10 (+0,07) a 0,69 0,08 (+0,01) a 0,11 0,09 (£0,02) a 0,25 0,05 (£0,04) a 085 | 032
Clt 0,23 (+0,02) a 0,10 0,10 (£0,03) a 0,30 0,24 (+0,16) a 0,66 0,24 (+ 0,04) a 0,17 0,24 (£0,01) a 0,03 0,17 (x0,1) a 0,58 | 0,06
Cla/b 2,30 (£0,33) a 0,15 8,42 (£6,23) a 0,74 151(x0,13)a 0,09 1,93(x0,37)a 0,19 1,91 (x0,56) a 0,29 5,18 (x4,59) a 0,89 0,36
Carot 0,11 (x0,03) a 0,24 0,06 (£0,01) a 0,10 0,03 (x0,02) a 0,83 0,05 (+0,01) a 0,16 0,07 (£0,06) a 0,81 0,06 (£0,01) a 0,13 | 013
tclé:arot 2,08 (x041)a 0,19 1,70 (£ 0,36) a 0,21 1,37 (x0,95) a 0,19 529 (x0,42)b 0,08 1,73 (x0,5) a 0,29 3,50 (x2,54) a 0,73 0,11
Pl f 0,18
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Tabela 4 - Quantidade relativa de flavonoides detectada a 335 nm por estagdo do ano nas fitofisionomias baixa altitude (BA) e alta altitude (AA). Quantidade
relativa destacada (*) corresponde ao maior valor estatisticamente significativo

Zygopetalum maculatum
Estacdes do ano | Baixa altitude | Alta altitude
Verdo 4.523.599 * 839.419
Outono 6.449.415 10.466.869
Inverno 2.631.848 6.362.372*
Primavera 21126692 | 11.679.836

Tabela 5 - Valores médios dos Indices de plasticidades (IP) das variaveis morfologicas (m), anatémicas (a) e fisiolgicas (f); indice de plasticidade fenotipica
(IPF) total das espécies Zygopetalum maculatum e Epidendrum secundum e Indice de plasticidade fenotipica (IPF) total para cada grupo de variaveis

Zygopefalum maculafum Epidendrum secundum IPF Total
IP m 0,24 0,37 0,30
IP a L6 0,11 0,08
IP f 0,31 0,38 0,34
IPF Total 0,20 0,28 0,24
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Figura 8. A-D. Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos brutos de folhas de Zygopetalum maculatum utilizando-se A=
335 nm e seus respectivos espectros UV no verdo (A), outono (B), inverno (1) e primavera (P)
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho gerou contribuicGes para a compreensdo da anatomia ecologica e da
plasticidade das orquideas estudadas no PEIB, com apresentacdo de novas propostas de
trabalho, que permitiram a associagdo de conhecimentos ecoldgicos, morfoanatdmicos e
quimicos.

Este trabalho apresenta de forma pioneira o uso do reagente BODIPY 505/ 515 na
deteccdo de goticulas lipidicas em plantas, juntamente com procedimentos usuais de
microscopia confocal de varredura a laser, que permitiram confirmar que a recompensa floral
produzida por O. donianum e O. warmingii é constituida por lipidios, sendo seus elai6foros
classificados como epidermal. Esta técnica € promissora, pois além de confirmar presenca de
lipidios neutros em vegetais a nivel celular, pode auxiliar na compreensdo dos processos
bioguimicos de sintese lipidica em vegetais.

Os resultados encontrados no presente trabalho sdo subsidios aos estudos das
interacBes planta-polinizador e planta-variagdo ambiental, que devem ser avaliados para
conservacao dessas espécies, considerando o status de vulnerabilidade do PEIB, uma das UC
mais visitadas do Brasil, e as condi¢des de O. warmingii, como vulneravel, e de H. coccinea,
como em perigo de extincdo, na lista vermelha das Espécies Ameacadas da Flora de Minas
Gerais.

Hadrolaelia coccinea foi a espécie de maior IPF, seguida por E. secundum, o que
significa que elas apresentam maiores chances de sobrevivéncia as oscilagdes ambientais que
as demais, com possibilidades de distribuicdo geografica mais abrangente. Este resultado é
especialmente importante pela situacao descrita acima para H. coccinea.

Para todas as orquideas, o IPF das variaveis fisiologicas foram maiores do que o IPF
das variaveis morfoldgicas e anatdmicas, mostrando que os processos fisioldgicos sdo mais
facilmente moldaveis as diferentes condices ambientais e condicionam caracteristicas
morfoanatdbmicas para 0 sucesso e sobrevivéncia da planta em seu habitat.

O estudo quimico das folhas das orquideas oriundas do PEIB também foi promissor,
principalmente, por contribuir com possibilidades de se isolar flavonoides ainda néo
identificados para P. pachysepala.

Em se tratando de Orchidaceae, familia de plantas de grande importancia ecolégica e
ornamental, com potencial quimico relevante pela presenca de flavonoides, este trabalho

possibilita, a partir do entendimento da dindmica das adaptacfes das especies estudadas nas
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diversas fitofisionomias do PEIB, adotar medidas preventivas a sua conservacdo e ao

ecossistema no qual elas estao inseridas.
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